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Los hongos abarcan una desconcertante coleccion 
de formas y clases de organismes por lo cual es dificil una 
definicion simple y concrete.
Poseen 5 caracteristicas principales: Son eucario- 
tas, heterotrofos, carecen de clorofila, toman su alimente 
al absorberlo del medio que les rodea y son basicamente mul 
tinucleados. Las tres primeras caracteristicas se encuentran 
en todos los animales y algunas plantas y las otras dos no 
se encuentran normalmente en organismes eucariotas.
El hecho de que posean mas de un nûcleo en un ci- 
toplasma comûn junte con una gran flexibilidad de aclopamien 
tes somâticos es la base de su gran variedad y supervivencia 
sobre cualquier sustrato y en cualquier condiciôn ambiental 
sobre la Tierra.
En la naturaleza los hongos juegan un papel impor­
tante en la descomposiciôn de la materia orgânica y son res­
ponsables junte a las bacterias del reciclaje del C, N y o- 
tros elementos vitales; pero las enfermedades causadas por 
los hongos tante en plantas, como en animales y en el hombre 
tienen tanta repercusiôn que pueden afectar al bienestar y 
supervivencia de la humanidad. Por otra parte poseen un gran 
valor econômico, debido a la gran cantidad de metabolites que 
pueden sintetizar como alcoholes, antibiôticos, enzimas, âc^ 
dos orgânicos etc. Se utilizan en gran cantidad de fermenta- 
ciones industriales, en la fabricaciôn de quesos, envejeci- 
miento de carnes, alimentes preparados a partir de micelio.
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etc., Finalmente los hongos tienen en la actualidad una gran 
importancia en la Biologia experimental, con ila ventaja de 
que al ser organismes eucariotas los resultados obtenidos en 
los trabajos de investigacion pueden ser extrapolados con mas 
exito a otros sistemas eucariotas.
Viven como saprofitos, parasites o asociados con 
otros organismes simbioticamente. *
Los hongos filamentosos o mohos, en su estado vege 
tativo estan formados por filamentos microscopicos llamados 
hifas, que constantemente se desarrollan por crecimiento api 
cal o ramificaciones latérales mientras haya alimente que ab 
sorben por toda la superficie de la hifa. La masa de hifas 
constituye el tale del hongo llamado micelio. Segun el tipo 
de hongo el citoplasma puede ser continue a lo largo de la 
hifa, o estar interrumpido por una pared transversal llama- 
da septo que deja pasar a su través las sustancias citoplas- 
maticas.
Los hongos filamentosos poseen nucleos con membra- 
na nuclear, nucleolos y cromosomas. La presencia de una pa­
red celular rigida détermina en gran parte la forma de los 
hongos filamentosos y se ha considerado que el desarrollo 
morfologico de los hongos puede ser reducido a una cuestion 
de morfogénesis de la pared celular (Bartnicki-Garcîa, 1968). 
La pared celular es una estructura dinâmica y compleja, lu- 
gar de actividad de diverses enzimas y esta formada por molé
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culas estructurales de quitina y celulosa junto con otros mu 
chos polisacaridos y cantidades especificas de proteinas y 
lipidos. La reproduccion asexual y sexual tiene lugar gene- 
ralmente despues de una fase de crecimiento vegetativo râ- 
pido.
La cinética del crecimiento de microorganismos pre 
senta las siguientes fases bien definidas, Mandels (1965) las 
recoge en una curva ideal para microorganismos unicelulares 
en el libro "The Fungi", y que aplica con limitaciones al ere 
cimiento de hongos filamentosos:
19.- Fase de latencia o adaptacion al medio.
29.- Fase de aceleracion o iniciacion de la divi^ 
sion celular.
3 9.- Fase exponencial o logaritmica, con velocidad
uniforme de crecimiento.
4 9.- Fase de desaceleracion o decrecimiento de la
division celular.
59.- Fase estacionaria, en la cual cesa la division 
celular.
69.- Fase de decadencia o autolisis, con un decre 
cimiento de las celulas viables.
La fase de decadencia o autolisis sobreviene como
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una consecuencia logica de la muerte de la celula al faltar 
los nutrientes del medio, principalmente la fuente de car- 
bono. El hongo en esta fase dégrada primeramente sus sustain 
cias de reserva y despues tiene lugar una degradacion tanto 
del citoplasma como de la pared celular, produciendo los ele 
mentos necesarios para su supervivencia. La autolisis tiene 
lugar por las enzimas liticas que el hongo tiene o sintetiza 
para llevar a cabo este proceso degradativo con la coopera- 
cion de procesos quimicos y fisicos.
Debido a que los procesos degradativos de los hon 
gos filamentosos son los que menos atencion han recibido por 
parte de los investigadores, la fisiologia y bioquimica de 
la autolisis asi como las implicaciones que esta fase del ere 
cimiento pueda tener tanto en los procesos de patogenicidad 
como en la obtencion industrial de metabolites y en especial 
enzimas liticas, estan siendo objeto de nuestro estudio.
Segun Matile (1969), la autolisis puede ser cons^ 
derada como la muerte de la celula. Al agotarse los nutrien­
tes del medio, los lisosomas, cuerpos donde estan confinadas 
las enzimas liticas y tienen lugar los procesos liticos ce- 
lulares, no pueden seguir regenerando su membrana lisosomal, 
esta se rompe y libera al citoplasma y al medio su contenido 
enzimâtico, empezando asi la autolisis incontrolada del mate 
rial citoplasmâtico y paredes celulares, con la consiguiente 
pérdida de peso seco de micelio, mucho mayor en los primeros
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dîas de la autolisis.
FeiicK 1978 ), consider© que la principal causa de 
la autolisis es, aparentemente, la pérdida del balance mate 
rial existante en la hifa del hongo, causado por factores 
internos o externos, a los que contribuyen de manera especial 
la falta de nutrientes, especialmente la de fuentes de ener- 
gia; la falta de estas puede ser causada por agotamiento de 
las mismas o por una deficiencia especîfica en una hifa debi 
do a su localizaciôn, por lo que se encuentran en general hi^  
fas autolizadas en cultives en crecimiento.
Trinci y Righelato (1970) llegaron a la conclusion 
de que un cultivo de hongos es citolôgicamente heterogéneo 
en cualquier estado de su desarrollo, y la edad de un culti 
vo no puede ser usada como un indicador de los cambios mor 
folôgicos.
El agotamiento de nutrientes en el medio détermina 
que un cultivo empieza a autolizarse gradualmente, producién 
dose un reciclaje de los productos metabôlicos de la degra­
dacion, por lo que la autolisis puede ser considerada como 
un camino de supervivencia en condiciones de inaniciôn.
Entre los primeros estudios sobre la autolisis de 
hongos filamentosos estân los de Ritter (1912), Dox y May­
nard (1912), Dox (1913) y Brenner (1914), que describieron 
fenômenos visibles de degradacion en cultives de hongos, 
una vez agotada la fuente de carbono del medio, como son la
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pérdida de turgencia, variaciones en la consistencia del mi 
celio, distintas coloraclones en el liquido de cultivo y en 
el micelio, etc.
Brown (1923), considéra que la autolisis tiene lu 
gar como una consecuencia de la acumulaciôn de metabolites 
de naturaleza toxica. Boyle (1924), intenté poner de mani- 
fiesto en especies de de Fusarium , si el envejecimiento de 
este hongo es de origen enzimâtico, pero no obtuvo resulta­
dos concluyentes.
Los trabajos de Clara Pratt(i924) son interesantes, 
ya que es la primera investigacion en la que se sigue el en- 
vejecimiento de cultivos en especies de Fusarium determinan 
do qulmicamente la liberacion de metabolitos (azûcares, amo 
nlaco, âcidos orgânicos, etc.), ademâs llega a la conclusion 
de que la falta de nutrientes del medio por agotamiento de 
éstos y la acumulaciôn de productos metabôlicos, son dos fac 
tores de igual importancia en el proceso degradativo.
Siguiendo cronolôgicamente los trabajos sobre la 
autolisis nos encontramos en 1930 con los de Behr sobre la 
autolisis de Aspergillus niger en diferentes condiciones de 
cultivo; estudiô el proceso autolîtico como pérdida de peso 
seco de micelio y solubilizaciôn del nitrôgeno celular, en<- 
contrô que la autolisis era mucho mâs râpida en medio fisio 
lôgicamente alcalino , pH 6,7 y NO^Na como fuente de N, que 
en medio âcido, pH 1 y S0^(NH^)2 como fuente de N.
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Rippel y Behr (1930), estudiron la liberacion del 
magnesio durante la autolisis de A.niger; en 1936, estos m 
mismos autores, siguieron la liberacion de compuestos ^e a- 
zufre durante la autolisis de este microorganismo.
Hockenhull (1946,1950) y Raistrick (1948), también 
estudiaron la liberacion de compuestos de azufre durante el 
proceso degradativo.
Paralelamente aparecen trabajos sobre la libera­
cion de compuestos orgânicos que contienen fosforo, Michel- 
Durand (1938), Chang (1940) y Semeniuk (1944). Estos dos ul 
timos autores llegan a opinar que la autolisis viene marca 
da por la aparicion de fosfatos en el medio.
Los primeros trabajos sobre la autolisis se cen- 
tran mâs sobre la liberacion de ciertas sustancias y elemen 
tos al medio de cultivo. A partir de los anos 50 los estudios 
sobre la autolisis, investigan tanto la degradacion del cito 
plasma como la de la pared celular del hongo, encontrândose 
principalmente trabajos sobre degradacion autolitica de hidra 
tos de carbono, de proteinas , de grasas,de âcidos nucleicos 
y de paredes celulares.
Los hidratos de carbono son ante todo los suminis- 
tradores de energia en el metabolismo celular, se encuentran 
an la pared celular como constituyentes y en el citoplasma 
como sustancias de reserva. Estos compuestos pueden pasar al 
medio como monosacâridos y oligosacâridos,( Tandon y Chandra
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(1962); Emiliani y ücha de Davis (1962), Arima y col. (1965) 
Lahoz y col. (1967, 1970 y 1971)), y pueden metabolizarse de 
nuevo por el hongo en el reciclaje o "turnover" de sustan­
cias .
Trinci y Righelato (1970), pudieron comprobar en 
cultivos quimiostâticos de Pénicillium que la degradacion de 
los hidratos de carbono en el micelio ténia lugar al cabo de 
dos dias de defecto de glucosa, mientras que Baindringe y col 
(1971), encontraron una râpida disminuciôn de los hidratos de 
carbono del micelio al interrumpir el suministro de glucosa.
En la autolisis de Botrytis cinerea Martinez y col. 
(19 82), encuentran que las sustancias reductoras libres exi£ 
tentes tanto en el liquido de cultivo como, en los extractos 
de micelio, disminuyen progresivamente hasta agotarse en el 
proceso degradativo.
La degradacion autolitica de las proteinas trans 
curre pasando por los polipéptidos, péptidos de bajo peso 
molecular hasta aminoâcidos. Entre los trabajos mâs intere­
santes en este campo, podemos citar los de Behr (1930), Fos^  
ter (1949), Ritter (1955), Emiliani y Perera (1958), Emili^ a 
ni y De Davis (1962), Tandon y Chandra (1962), Uozumi y col. 
(1965), Lahoz y col. (1966),Paul (1970), Bainbridge y col. 
(1971), y Bilai y col. (1972).
Behr (1930), encontre durante la autolisis de hon 
gos filamentosos en medio âcido, muchos compuestos orgâni-
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cos nitrogenados y poco amoniaco; por el contrario durante 
la autolisis a pH alcalino, encontre menos péptidos y amino 
âcidos y mâs amoniaco.
Ritter (1955), destacô también diferencias en la 
concentraciôn de amoniaco en el medio segün la autolisis 
transcurriera a diferentes pH. Existen pocos datos sobre la 
cesiôn de proteinas al medio durante la autolisis. Por lo 
general parece que en tanto no se destruya la pared celular 
se liberan pocas proteinas en la autolisis de hongos fila- 
mentosos(Emiliani y Parera (1958), Emiliani y De Davis (1962) 
Uozumi y col. (1965) y Bilai y col. (1972)). La liberaciôn de 
aminoâcidos ha sido confirmada por diversos investigadores 
y también la desaminaciôn de los mismos, Tandon y Chandra 
(1962) encontraron 18 aminoâcidos libres en el micelio de 
Colletotrichum gloeosporioides.Recientemente, se ha compro 
bado en Neurospora crassa Reyes y col. (1981) que durante 
el proceso degradativo no solamente hay secreciôn de pro­
teinas ya existentes al medio, sino que también hay protei­
nas de nueva sintesis, que ha tenido lugar en el proceso de 
gradativo. Entre estas proteinas de nueva sintesis se han 
encontrado enzimas liticas capaces de llevar a cabo la degra 
daciôn de la pared celular de N. crassa como son 1 r3-p gluca 
nasa y p-N-acetilglucosaminidasa.
La degradaciôn autoltica de los âcidos nucleicos 
abarca los polinucleôtidos, nucleôtidos, nucleôsidos, bases.
- 1 1 -
ribosa y dexosiribosa. Nakao y col (1964), encontraron que 
en especies de Aspergillus la hidrôlisis tiene lugar por 
nucleasas. Arima y col. (1965) comprobaron la cesiôn de corn 
ponentes de los âcidos nucleicos al medio. Lahoz y col.(1969) 
consideran el incremento del ortofosfato en el medio como un 
indice de la degradaciôn autolitica de los âcidos nucleicos, 
Nagasaki (1968) determinô las variaciones en las actividades 
nucleâsicas en micelios envejecidos de A.niger. Trinci y Ri­
ghelato (1970) y Bainbridge y col. (1971) confirman en Péni­
cillium chrysogenum y A.niger respectivamente, la degrada­
ciôn de âcidos nucleicos durante la autolisis.
Los lipidos se degradan continuamente en el mice­
lio durante la autolisis. Las espe-cies de Aspergillus pier- 
den hasta un 75%, (Lahoz y col. (1967,1968,1970)), y Nectria 
galligena pierde hasta un 87% de la concentraciôn preauto- 
litica de lipidos miceliares. También encuentran éstos au­
tores en A.niger una dependencia entre la pérdida de lipi­
dos y la concentraciôn inicial de glucosa en el medio. Se­
gün Gunasekaban y col. (1973), el contenido de lipidos de 
Pyrenochaeta decrece mâs râpidamente que el peso seco del 
micelio.
El estudio de la degradaciôn de la pared celular 
ha sido sin duda uno de los campos donde mâs se ha trabaja- 
do en la autolisis.
Las paredes celulares de los hongos filamentosos 
estân constituidas por glucanos, proteinas y quitina(Bart-
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nicki-Garcia (1968), Hunsley y Burnett (1970), Janszen y We 
ssels (1970) que forman capas concéntricas , con una capa 
interna de quitina y capas externas de glucano(Burnett (1979 )). 
En relacion con esta estructura, la autolisis de la pared ce 
lular, tiene que producirse mediante diferentes enzimas liti 
cas capaces de degradar los distintos componentes de la pa­
red actuando cooperativamente(Villanueva^1966).
La importancia de las glucanasas en este proceso 
degradativo ha sido ampliamente demostrada,( Wessels,(1966, 
1969,1971), Wessels y Niederpruem (1967), Wessels y De Vries 
(1973), Zonneveld (1971,1972)) asi como la accion estimulan 
te de las glucanasas sobre la degradacion de la quitina por 
quitinasas, ya que parece que parte della quitina de la pared 
puede estar incluida en una matriz de glucano,( Wessels y Mar 
chant (1974), Michalenko y col. (1976)).
Segun Polachek y Rosenberger (1075), las paredes 
celulares de A.nidulans se autolizan con las enzimas que re- 
tienen en un 3%, liberando al medio monosacâridos, oligosacâ 
ridos, N-acetilglucosamina y aminoâcidos. El grado de lisis 
fue mayor en paredes mâs jovenes. Las paredes mâs viejas ad 
quieren resistencia a la autolisis (; Iten y Matile (1970)).
Kuo y Alexander (1967) encontraron un incremento en la re­
sistencia a la lisis de A.nidulans relacionado con el conte 
nido en melanina.
En contraposicion con los autores anteriormente ci
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tados que encontraron que habîa una degradaciôn autolitica 
de la pared, otros autores no han podido confirmar una de­
gradaciôn significativa de la pared celular durante la au- 
tolisis; entre ellos podemos citar Arima y col. (1965) y 
Uozumi y col. (1965) para Aspergillus oryzae; Trinci y Ri­
ghelato (1970) para Pénicillium; Bainbridge (1971) para As­
pergillus niger y Hofsten y Hofsten (1974) para Sporotricum 
pulverulentum.
Reyes y Lahoz (1977), encontraron que las pare­
des celulares de Sclerotinia fructigena se autolizaban en 
un 10% con sus propias enzimas retenidas en la pared y en 
un 50% agregândole enzimas liticas obtenidas de cultivos au 
tolizados del propio hongo. Recientemente Pérez-Leblic y col 
(1982), han confirmado la lisis de la pared celular de otras 
especies de hongos con sus propias enzimas liticas, obteni­
das para cada hongo de sus propios cultivos autolizados; Ob 
teniéndose en el caso de Pénicillium oxalicum lisis hasta de 
un 94% en paredes jôvenes.
Durante el proceso cÈgradativo o autolisis de hon­
gos filamentosos hay, en el liquido de cultivo, acumulaciôn 
de enzimas liticas capaces de llevar a cabo la degradaciôn 
de la propia pared celular; Estas enzimas provienen de las 
ya existentes en el micelio o son sintetizadas de nuevo du­
rante el proceso degradativo(Reyes y col.,1981).
El conocimiento de los mecanismos que regulan la
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sîntesis de las enzimas que degradan la pared celular es esen 
cial para la interpretaciôn del proceso autolîtico. Probable 
mente los inductores de la sintesis de estas enzimas son los 
propios polisacaridos existentes en la pared celular de cada 
hongo o los monômeros u oligômeros producidos en la lisis de 
dicha pared y mantenidos en el liquido de cultivo a los ba- 
jos niveles requeridos pârâ la inducciôn ( Reese, 1977), de­
bido al reciclaje de sustancias que tiene lugar durante la 
autolisis.
La gran acumulaciôn de enzimas liticas que durante 
la autolisis tiene lugar en hongos filamentosos, nos llevô 
a preguntarnos, si la autolisis de hongos fitopatôgenos pu- 
diera estar implicada de alguna manera en la infecciôn de 
las plantas por éstos patôgenos.
La degradaciôn de los polisacaridos de las paredes 
celulares de las plantas por enzimas extracelulares de hon­
gos y bacterias, es un aspecto fundamental de la patogénesis 
en un amplio espectro de las enfermedades de las plantas. Aun 
que el papel de éstas enzimas puede ser solamente secundario 
en termines de especificidad o inducciôn de los sintomas, su 
producciôn inicial o continuada puede determiner si la infec 
ciôn tiene lugar o no.
Por otra parte,la pared celular de las plantas es 
ta formada por una estructura compleja y ordenada que cons­
tituye una barrera y defiende a las células de las invasio-
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nes microbianas. Tradicionalmente la pared celular de la plan 
ta se divide en tres regiones de acuerdo con su estructura y 
funcion: lamina media, pared primaria y pared secundaria.La 
lamina media es una region donde las paredes de las celulas 
adyacentes estân en contacte. La pared primaria tiene una or 
ganizaciôn definida y es la mâs dinâmica de las capas. La pa 
red secundaria, es la porciôn de pared que se forma cuando 
ya ha terminado la elongaciôn celular. De una region a otra 
varia, de forma graduai, tanto la composiciôn quimica como 
el grado de organizaciôn.
Los polisacâridos de la pared han sido histôrica- 
mente agrupados en sustancias pécticas, hemicelulosas y celu 
losas, (Northcote, 1963), basândose en la solubilidad de los 
polisacâridos constituyentes de la pared mâs bien que en su 
composiciôn quimica.Las sustancias pécticas son los principa 
les constituyentes de la lâmina media y elementos estructu­
rales de la pared primaria, (McCledon, 1964; Talmadge y col. 
1973). Las hemicelulosas son los principales componentes de 
la pared primaria y secundaria y encadenan las fracciones péc 
ticas y celulôsicas, (Baner, 1973; Northcote,19 63). La celu­
losa es la sustancia mâs abundante encontrada en el reino ve 
getal y constituye el mayor componente estructural de las pa 
redes. En la pared primaria las fibrillas de celulosa estân 
orientadas al azar, la pared secundaria estâ formada por ca­
pas de celulosa orientadas en diferentes direcciones, (Muhle
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thaler, 1967). En las paredes de las plantas lenosas hay ade 
mas un componente muy importante: la lignina.
Un comportamiento caracteristico de muchos orga- 
nismos fitopatôgenos es la facultad de producir una serie 
de enzimas capaces de degradar los polisacâridos complejos <i 
de las paredes celulares de las plantas y los constituyentes 
de las membranas ,(Bateman y Millar, 1966; Wood, 1967, 1973; 
Albersheim y col. 1969; Porter, 1966; Tseg y Bateman,1968). 
Por lo general,estas enzimas se producen inductivamente, son 
extracelulares, muy estables y estân présentes en tejidos in 
fectados (Bateman y Basham, 1976). La capacidad de muchos hon 
gos, patôgenos de plantas, para producir estas enzimas en cu^ 
tivo, no es suficiente para adscribir a éstas un papel en la 
patogenicidad (Byrde, 1979). Sin embargo, el estudio "in vi­
tro" de la secreciôn de enzimas puede ser una indicaciôn del 
tipo de enzimas que un patôgeno es capaz de producir en rela 
ciôn con la infecciôn y la enfermedad.
Los resultados obtenidos en Botrytis cinerea (Mar 
tinez y col., 1982) con la producciôn de enzimas pécticas du 
rante la autolisis de este hongo, sin agregar al medio nin- 
gûn inductor de la sintesis de éstas enzimas, nos llevô a pen 
sar que probablemente los hongos fitopatôgenos pudieran pro­
ducir durante el proceso degradativo enzimas pécticas capaces 
de degradar las pectinas de la pared celular de las plantas 
que parasitan. Con el fin de poder estudiar la posible impli
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caciôn de la autolisis en los fenômenos de patogenicidad se 
ha planificado este trabajo de la siguiente manera:
19.- Elecciôn de hongos fitopatôgenos que por su 
virulencia tengan interés econômico.
2 9 .- Estudio de la autolisis natural de cada hon­
go, observando las variaciones que experimentan los siguien­
tes paramétrés: pH, peso seco de micelio, grado de autolisis, 
sustancias reductoras y proteinas.
39.- Estudio de la apariciôn y variaciones de las 
actividades enzimâticas: poligalacturonasa y polimetilgalac­
turonasa en el liquido de cultivo durante la autolisis de ca 
da hongo.
49.- Se lecciôn del hongo cuyas actividades poliga 
lacturonasa y polimetilgalacturonasa presenten mayor interés.
59.- Inducciôn de éstas actividades enzimâticas en 
presencia de diferentes concentraciones de pectina en el me­
dio de cultivo.
69.-Estudio del complejo enzimâtico con mayor ac­
tividad péctica obtenido de cultivos autolizados.
7 9.- Propiedades de las diferentes enzimas pécticas 
existentes en el complejo enzimâtico que degradan pectina y 
âcido poligalacturônico.
89.- Maceraciôn de tejidos vegetales.
— IB-
99.- Obtencion de protoplastos vegetales con di 
cho complejo enzimâtico.
II.- MATERIALES Y REACTIVOS
— 20—
II.1.- MICROORGANISMOS UTILIZADOS EN ESTE ESTUDIO.
La ordenaciôn sistemâtica de las especies estu- 




Reproduction sexual por conjugaciôn de dos célu 
las gametângicas dando lugar a una espora de resistencia de 
paredes gruesas, la cigospora.
Qrden MUCORALES:
Esporas asexuales dentro de esporangios, que en 
las formas mas evolucionadas pueden tener una sola espora. 
Especies saprofiticas.
Familia MUCORACEAE:
Esporangios multiesporados, con columela.Dos gé­
nères hemos estudiado en esta familia.
Género Mucor : Esporangiôforo ramificado simpo- 
dialmente o en ocasiones en forma 
racemosa, sin rizoides. La mayor 
parte de las especies son hetero- 
tâlicas. Mucor rouxii (M. indicus) 
Género Rhizopus : Esporangiôforo sobre nudos con
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rizoides. Heterotâlico.
Rhizopus arrhizus (=R.oryzae) 
Rhizopus stolonifer.
Familia CUNNINGHAMELLACEAE:
Esporangios uniesporados(esporangiolas), seme- 
jantes a conidios, sobre esporangiôforos rami- 
ficados terminados en vesiculas. Heterotalicos. 
Género Cunninghamella: Esporangiolas espinosas
Cunninghamella elegans 
C. echinulata.
Clase DEUTEROMYCETES (Hongos imperfectos)
Micelio septado y reproducciôn sexual descono- 
cida. Esporas asexuales, conidios sobre hifas, conidiôforos 
o cuerpos fructiferos pero no en esporangios.
Relacionados con las Clases Ascomycetes y Basi-
diomycetes.
Orden MONILIALES:
Conidiomata (picnidios o acérvulos) ausentes, es 
decir, conidios sobre conidiôforos o micelio.
Los géneros citados a continuaciôn estân todos 
relacionados con los ascomicetos y concretamente con los 
Ordenes Sphaeriales y Dothideales, que pertenecen a dos gru 
pos bien diferentes de ascomicetos.
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Los Sphaeriales se sitûan entre los Pirenomicetos, 
caracterizados por la presencia de peritecios (= ascocarpos e^ 
féricos o en forma de botella provistos de un ostiolo). Mien- 
tras que los Dothideales pertenecen a los Loculoascomicetos, 
que forman ascostromas (estromas con lôculos ascôgenos en los 
que se encuentran las ascas sin un tejido espècializado que los 
séparé del estroma).
Géneros relacionados con los Sphaeriales:
Género Trichoderma : Conidios producidos por fiâ-
lides, mas o menos verticila- 
das y agrupadas en masas que 
dan a las colonias aspecto ca 
racterîstico.
Trichoderma viride (constitu- 
ye la forma anamôrfica de 6 
especies de Hypocrea , prin- 
cipalmente H.rufa).
Género Fusarium: Relacionado con varios géneros
de Sphaeriales (Nectria, Gibbere- 
11a, Calonectria, Plecphaerella). 
Conidios fusiformes, falcados o 
"lunados", producidos por fiâli- 
des verticiladas o frecuentemente 
agrupadas formando esporodoquios. 
Fusarium culmorum y F.oxysporum.
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Géneros relacionados con los Dothideales:
Género Cladosporium: Conidios blâsticos, en cadenas
acropétalas, ramificadas, muy 
lâbiles, con conidios unicelu- 
lares en los apices y tabica- 
dos en la porciôn basai. 
Cladosporium herbarum (forma 
anamôrfica de Mycosphaerella 
tassiana).
Cladosporium cucumerinum.
Género Helminthosporium: Conidios (poroconidios)
cilîndricos o elipsoidales 
con septos transversales. 
Helminthosporium halodes 
(=Dreslera halodes y for­
ma anamôrfica de Setosphae- 
ria rostrata.
Género Alternaria: Conidios (poroconidios) redon
deados por la base y con el âpi- 
ce alargado, con septos longitu­
dinales y transversales. 
Alternaria alternata (forma ana­
môrfica de Clathospora diplospo- 
ra, Clathospora elynae y Leptos- 
phaeria heterospora).
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II.2.- PROCEDENCIA DE LOS MICROORGANISMOS.
Los hongos estudiados pertenecîan a las siguientes
coleciones:
Mucor rouxii C.E.C.T. 2654 (Valencia)
Rhizopus arrhizus C.E.C.T. 2340 
Rhizopus stolonifer C.E.C.T. 2672 
Cunninghamella elegans C.E.C.T.2123 
Cunninghamella echinulata C.E.C.T. 2120 
Trichoderma viride C.E.C.T. 2423
Fusarium oxysporum 149.25 Centraalbureau voor schim
melcultures. Baarn 
Fusarium culmorum C.E.C.T. 2148 
Cladosporium herbarum C.E.C.T. 2665 
Cladosporium cucumerinum C.E.C.T. 2107 
Helminthosporium halodes C.E.C.T. 2667 
Alternaria alternata 105.24 Centraalbureau voor
schimmelcultures, Baarn.
II.3.- MANTENIMIENTO DE LOS MICROORGANISMOS.
Los hongos se mantienen mediante resiembras periô- 
dicas en tubos inclinados de Agar-patata-dextrosa, siguiendo 
las técnicas habituales en Microbiologie. Los tubos asi sem- 
brados se incuban en estufa a 25^0 durante 5 dias para obte-
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ner un buen crecimiento y esporulaciôn.
II.4.- PREPARACION DE INOCULOS.
Los inôculos se preparan a partir de cultives jôve 
nés, de 5 a 8 dias, que han crecido a 252C en oscuridad y el 
inocule se prépara a partir de una suspension de esporas, ana 
diendo 10 ml. de agua destilada estéril y raspando la super­
ficie del cultive con el asa de siembra.
Los matraces para la toma de muestras son inocula- 
dos con 1ml. de esta suspension que contiene del orden de 10^ 
esporas por ml.
U.S.- MEDIOS DE CULTIVO.
Los medios de cultive empleados fueron;
11.5-1.- Agar-patata.
Infusion de patatas  200 g/l.
Glucosa.............................  20 g/l.
Agar................................ 20 g/l.
Estes componentes se disulven en agua destilada y 
se esteriliza en autoclave por tindalizaciôn.
11.5-2.- Czapek-Dox.
Modificado por Reyes y Byrde (1973), suplementado 
con extracto de levadura.
— 26—
Glucosa.........................  10 g/l.
Tartrato amônico................  . 2 g/l.
Fosfato monopotâsico............  1 g/l.
Sulfato magnésico hidratado  0,5 g/l.
Cloruro potâsico................  0,5 g/l.
Extracto de levadura............  1 g/l.
Elementos traza.................  1 ml/1.
Agua destilada..................  1000 ml/1.
La soluciôn de elementos traza tiene la siguien 
te composiciôn:







Se disuelven las sales en agua destilada excep 
to el Fosfato monopotâsico que se anade en ultimo lugar pa 
ra evitar precipitaciones. A esta mezcla se anade la gluco 
sa previamente disuelta en agua destilada y la soluciôn de 
elementos traza y se compléta el volumen hasta 1 1. con a- 
gua destilada. Este medio se esteriliza en autoclave por 
tindalizaciôn ( 15 minutes durante très dias consécutives 
a corriente de vapor).
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En el medio anteriormente descrito la fuente de 
carbono fue sustituida por pectina, con objeto de inducir 
la produccion de enzimas pécticas.
La pectina se agrego en concentraciones desde 
0,25 hasta 1%. Los medios asi obtenidos los denominamos:
PECTINA (%) GLUCOSA (%)
medio I 0,25 (0,75
medio II 0,50 0,50
medio III 0,75 0,25
medio IV 1 0,0
La pectina se disolvio previamente por calenta- 
miento en agua destilada.Estos medios se esterilizaron en 
autoclave por tindalizaciôn.
II.6.- METODO PE TOMA PE MUESTRA.
Para la toma sistematica de muestras se utili- 
zaron matraces de 100 ml. de capacidad con 20 ml. de medio 
de cultivo. Una vez inoculados se incubaron en estufa, mar- 
ca Selecta, a 25^C, transcurrido el tiempo necesario se pro 
cedia a la toma de muestra.
El medio de cultivo se sépara del micelio por 
filtraciôn a vacio.
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II. 7.- DETERMINACION DE AZUCARES REDUCTORES LIBRES EN EL LI- 
QUIDO DE CULTIVO.
La cantidad de azûcares reductores présentes en 
una muestra problema, se déterminé segûn el método de So- 
mogyi (1945) en combinaciôn con el método de Nelson (1944).
Fundamento:
Este método se basa en la oxidaciôn de los azù- 
cares y sustancias reductoras mediante compuestos orgânicos 
cûpricos en soluciôn alcalina.
Las sustancias reductoras son oxidadas por el 
sulfato cûprico, el cual se reduce a ôxido de cobre que es 
de color rojo, que al reaccionar con el reactivo de Nelson 
forma un complejo de color azul. La intensidad de color dep 
pende de la cantidad de cobre reducido, o lo que es lo mismo, 
de la cantidad de sustancias reductoras existentes en el li­
quide problema. Este color se mide espectrofotométricamente 
a una longitud de onda de 540nm.
Reactivos:
Reactivo alcalino de Somogyi, consta de los si­
guientes componentes:
a) 24 g. de carbonate sôdico anhidro, mas 12 g. 




b) 4 g. de sulfato cûprico hidratado en 40 ml. 
de agua destilada. Esta soluciôn se agrega 
agitando a la soluciôn a.
c) Sobre la mezcla a y b se anaden lentamente 
16 g. de bicarbonate sôdico.
d) 180 g. de sulfato sôdico anhidro, se disuel­
ven en 500 ml. de agua destilada caliente, y 
seguidamente se hierve para expulsar el aire. 
Una vez enfriado, se anade la mezcla c y se 
compléta el volumen hasta 1000 ml. con agua 
destilada. El reactivo asi preparado se man- 
tiene una semana en oscuridad a 37sc hasta 
su utilizaciôn.
Reactivo de Nelson, consta de las siguientes so-
a) A 25 g. de molibdato amônico hidratado, disuel 
tos en 450 ml. de agua destilada, se anaden 
con cuidado 21 ml. de âcido sulfûrico concen- 
trado, agitando al mismo tiempo L
b) Se disuelven 3 g . de arseniato bisôdico en 25 
ml. de agua destilada. A continuaciôn se mez- 
clan ambas soluciones y se guarda en oscuridad 
a 37 48 horas en frascoibppacio.
Procedimiento:
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Se tomaron 0,1 ml. de lîquido problema y se llet- 
varon hasta 1 ml. con agua destilada, a continuaciôn se aha- 
diô 1 ml. del reactivo de Somogyi, se agitô y se calentô al 
baho maria durante 15 minutes hirviendo. Pasado este tiempo 
se enfria y se ahade 1 ml. del reactivo de Nelson, se agita 
de nuevo y se compléta el volumen hasta 15 ml. con agua des­
tilada .
En todos los casos se realizaron contrôles con 
blancos de agua destilada y de una soluciôn patrôn de gluco­
sa .
Curva patrôn de glucosa.
Se prépara una soluciôn de glucosa anhidra 1 mM, 
a partir de esta soluciôn se toman distintos volûmenes y se 
completan hasta 1 ml. con agua destilada.
La curva patrôn se représenta llevando en abs- 
cisas las distintas concentraciones de glucosa y en ordena 
das las unidades de absorciôn obtenidas a 54 0 nm.(Fig.l )
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II.8.- DETERMINACION DE PROTEINAS EN EL LIQUIDO DE CULTIVO.
La determinaciôn de proteinas se realize siguien 
do el método de Lowry y col. (1951).
Fundamento:
Este método se basa en la reacciôn que se produ­
ce entre los aminoâcidos aromâticos de las proteinas y la so 
luciôn del reactivo Folin-Ciocalteu en condiciones alcalinas 
dando lugar a una reacciôn coloreada cuya intensidad se mide 
en un espectrofotômetro a una longitud de onda de 660nm.
Reactivos;
Reactivo A.Soluciôn alcalina de cobre:
a) Carbonate sôdico al 2% en NaOH 0,1 N.
b) Sulfato cûprico al 1% en agua destilada.
c) tartrato sôdico potâsico al 1% en agua desti­
lada .
Para preparar esta soluciôn se mezclan 50 ml. de 
a con 0,5 ml. de b y 0,5 ml. de c.
Reactivo B.Reactivo de Folin-Ciocalteu (1929). 
Este reactivo se utiliza diluido 1:1 en agua destilada.
Procedimiento:
Se toman 0,1 ml. del liquide a valorar y se 
lleva hasta 0,6 ml. con agua destilada. Se anaden 3 ml.del
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reactivo A, se agita y se mantiene a 379C durante 20 minutes, 
transcirrido este tiempo se anaden 0,5 ml. del reactivo B, se 
agita y se pone de nuevo a 379C durante 2 0 minutes. Pasado 
este tiempo sedetermina la densidad ôptica en un espectro- 
fotômetro a una longitud de onda de 660 nm.
En cada determinaciôn de proteinas se realizan 
contrôles con agua destilada y una soluciôn patrôn de prote^ 
nas.
Curva patrôn de proteinas.
Se prépara una soluciôn patrôn de albûmina bov^ 
na cristalizada que contiene 1 mg/ml.
A partir de la soluciôn patrôn se toman distin­
tos volûmenes que se completan hasta 0^6 ml. con agua desti­
lada .
La curva patrôn se obtiene representando em abs 
cisas las distintas concentraciones de proteinas y en ordena 
das las unidades de absorciôn. (Fig. 2)
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II.9.- SOLUCIONES TAMPON UTILIZADAS.
II.9-1.- Tampon citrato-fosfato-borato (Teorell y Sthenha-
gen,1938).
Este tampon es vâlido para un rango de pH entre 2 y 
12 unidades.
Se compone de dos soluciones:
a) 7g. de âcido citrico hidratado, disueltos en 100 
ml. de agua destilada. Por otro lado se disuel­
ven 2 ml. de âcido fosfôrico al 85 % en agua des 
tilada y se anaden a la soluciôn anterior. A esta 
mezcla se le agregan 3,54 g. de âcido ortobôrico 
cristalizado y 343 ml. de una soluciôn de NaOHilN
completando hasta 1000ml. con agua destilada.
b) Acido clorhîdrico 0,1 N.
Para obtener la soluciôn tampôn a distintos pH, se 
mezclan 20 ml. de la soluciôn a con x ml. de la soluciôn b, 
llevando hasta 100 ml. con agua destilada. La cantidad x vie 
ne dada en las "Tablas Cientifica-Documenta Geigy,J.R.V.
Para obtener la soluciôn tampôn de pH 5,5 y 50 mM 
se mezclan 20 ml. de la soluciôn a con 42 ml. de la solu­
ciôn b y se llevan hasta 200 ml. con agua destilada.
II. 9-2.- Tampôn âcido citrico - fosfato disôdico de Mcllvai-
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ne.
Este tampon es vâlido para un rango dé pH entre 2,2 
y 8,0 unidades.
Se compone de dos soluciones:
a) Acido citrico 0,1 M.
b) Fosfato disôdico 0,2 M.
Para obtener la soluciôn tampôn a distintos valo- 
res de pH, se mezclan x ml. de la soluciôn a con 100-x de la 
soluciôn b. Para obtener un pH de 5,5 se mezclan 43 ml. de 
la soluciôn a con 57 ml. de la soluciôn b.
11.9-3.- Tampôn de borato de Clark y Lubs.
Este tampôn es vâlido para un rango de pH entre 7,8 
y 10 unidades. (Clark y Lubs,1917).
Se compone de dos soluciones:
a) âcido bôrico 0,1 M en cloruro potâsico 0,1 M.
b) hidrôxido sôdico 0,1 N.
Para obtener un pH de 9,8, se mezclan 50 ml. de la 
soluciôn a con 40,8 ml. de la soluciôn b, completando has­
ta 100 ml. con agua destilada.
11.9-4.- Tampôn de fosfato de Sorensen.
Este tampôn es vâlido para un rango de pH entre 5 
y 8,2 unidades.
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Se compone de dos soluciones:
a) fosfato monopotâsico 1/15 M.
b) fosfato disôdico 1/15 M.
Para obtener un pH de 7,4 unidades, se mezclan 91 
ml. de la soluciôn b con 9 ml. de la soluciôn a.
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11.10.- VALQRACION DE ACTIVIDADES ENZIMATICAS EN EL LIQUIDO 
DE .CULTIVO.
II.10-1.- ACTIVIDAD ÈX0-1, 3-B GLUCANASA.
El enzimal,3-p glucano, glucanohidrolasa (E.C.3.
2.1.6.), hidroliza enlaces 1 ,.3-p glucano adyacentes.
La valoracion de esta enzima se determinô segûn el 
método de McLellan(1970).
Sustrato:
El sustrato empleado fue la laminarina. Se prépa­
ra una soluciôn a una concentraciôn final de 1 mg/ml.,en tam­
pôn citrato-fosfato-borato 50 mM pH 5,5.
Procedimiento:
Se incuban 0,9 ml. de la soluciôn de sustrato con 
0,1 ml. de liquide de cultivo a 37 C^, durante un tiempo va 
riable.
Paralelamente se realizan contrôles con agua dest£ 
lada,sobrenadante de cultivo, bianco de sustrato y patrôn de 
glucosa.
La actividad enzimâtica viene dada por la canti­
dad de glucosa liberada en la reacciôn,la cual se détermina
por el método de Somogyi y Nelson.
Una unidad de actividad glucanâsica se define co-
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mo la cantidad de enzima necesaria para liberar 1 #mol de 
glucosa por minuto.
La actividad especlfica viene dada por el cocien 
te entre las unidades de actividad enzimâtica y los mg. de 
proteinas.
II.10-2.- ACTIVIDAD ENDQ-1,3(4)-p-GLUCANASA.
La enzima 1,3(4)-p-glucano glucanohidrolasa (E.C
3.2.I.6.), hidroliza enlaces 1,3-p en estos compuestos.
Sustrato:
El sustrato empleado para la valoracion de esta 
enzima fue el lichenan. Se prépara una suspension de liche 
nan a una concentraciôn final de 1 mg/ml. en tampôn citra- 
to-fosfato-borato 50 mM y pH 5,5.
Procedimiento:
La actividad de esta enzima se détermina por la 
cantidad de glucosa liberada, segûn el método de Somogyi y 
Nelson.
Se incuban 0,9 ml. de la suspensiôn de sustrato 
con 0,1 ml. de liquide de cultivo a 372C en estufa durante 
un tiempo variable.
Paralelamente a todas las determinaciones se rea
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lizan contrôles como en el caso anterior.
Una unidad de actividad glucanâsica se define como 
la cantidad de enzima necesaria para liberar 1 Aimol de glu­
cosa por minuto.
11.10-3.- ACTIVIDAD 1, 6tP~GLUCANASA.
El enzima l,6Tp-glucano glucanohidrolasa (E.C.3.2.
1.6.), hidroliza enlaces l,6Tp-glucano adyacentes.
Sustrato:
El sustrato empleado fue el Pustulan. Se prépara 
una suspensLâi'de este sustrato a una concentraciôn final de 
1 mg/ml. en tampôn citrato-fosfato-borato 50 mM y pH 5,5.
Procedimiento:
Para determinar la actividad de esta enzima se si- 
guiô el mismo método que para las anteriores.
11.10-4.-ACTIVIDAD CELULASA.
El enzima 1,4-^^glucano, glucanohidrolasa (E.C.3.2
1.4.), hidroliza enlaces ,1,4-p-glucano en celulosa.
La actividad enzimâtica se ha determinado segûn 
el método descrito por Trager (1932) y Ziese (1931).
Sustrato:
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El sustrato empleado fue carboxL^etil celulosa 
sôdica. Se prépara una soluciôn que contiene una concentrai 
ciôn final de 1 mg/ ml. en tampôn citrato-fosfato-borato 0,05 
M y pH 5,5.
Procedimiento:
Igual que en los casos anteriores determinando la 
cantidad de glucosa liberada segûn el método de Somogyi y Nel
son.
Una unidad de actividad celulâsica se define co­
mo la cantidad de enzima necesaria para liberar 1 jumol de glu
cosa por minuto.
II.10-5.- ACTIVIDAD -AMILASA .
El enzima l^ -4-.o<-D-glucan glucanohidrolasa (E.C.
3. 2* 1•1•)f hidroliza enlaces l,4glucano en polisacâridos que 
contienen 3 o mas unidades de glucosa con enlaces 1,4.
La actividad se ha determinado segûn el método de 
Summer y Howell (1935).
Sustrato:
El sustrato empleado fue almidôn soluble, se pré­
para una soluciôn que contiene una concentraciôn final de 1
mg/ml. en tampôn citrato-fosfato-borato 50 mM y pH 5,5.




Se sigue el mismo procedimiento que para las enzi- 
mas anteriores, valorando la cantidad de glucosa liberada por 
el metodo de Somogyi y Nelson.
Una unidad de actividad amilasica se define co- 
mo la cantidad de enzima necesaria para liberar 1 jumol de glu 
cosa por minuto.
II.10-6.- ACTIVIDAD INVERTASA.
El enzima p-D-fructofuranosido fructohidrolasa, hi- 
droliza enlaces p-D-fructofuranosidos en glucosa mas D-fruc- 
tosa, (E.C.3.2.1.26.).
La actividad se determine segun el método descri- 
to por Metzenberg (1962).
Sustrato:
El sustrato empleado flue sacarosa, se prépara una 
solucion de una concentration final de 1 mg/ml. en tampon ci 
trato-fosfato-borato 50 mM y pH 5,5.
Procedimiento:
Se sigue el mismo procedimiento que para las enzi­
ma s anteriores, valorando la cantidad de glucosa liberada.
Una unidad de actividad invertasica se define como 




El enzima JU6-(X-D-glucam6glucanohidrolasa, hidrold 
za enlaces 1, 6-o< glucano adyacentes, ( E. C. 3 . 2 .1.11. ) .
Sustrato:
El sustrato empleado fue dextrano, se prépara una 
soluciôn( de dextrano T^^ a una concentration final de 1 mg/ml 
en tampon citrato-fosfato-borato 50 mM y pH 5,5.
Procedimiento:
Se siguio el mismo procedimiento que para las enz^ 
mas anteriores valorando la cantidad de glucosa liberada se­
gun el método de Somogyi y Nelson.
Una unidad de actividad dextranasa se define como 
la cantidad de enzima necesaria para liberar 1 jumol de gluco 
sa por minuto.
11.10-8.- ACTIVIDAD FOSFATASA.
La enzima ortofosfato monoester fosfohidrolasa, 
droliza los monoesteres ortofosforicos en alcohol y ortofos­
fato .
La valoracion de esta enzima se determine segun el
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método de Brightwell y Tappel (1968).
Se determinaron lias actividades fosfatasa âcida y 
fosfatasa alcalina:
11.10-8-a.- ACTIVIDAD FOSFATASA ACIDA.(B.C.3.1.3.2.)
Sustrato:
El sustrato utilizado fue el p-nitrofenil ortofos­
fato disôdico 4 mM, disuelto en tampon citrato-fosfato-bora­
to 50 mM y pH 5,5.
Procedimiento:
Se siguio el mismo procedimiento que eh los casos 
anteriores. Después del tiempo de incubaciôn la reacciôn se 
para anadiendo 2 ml. de tampon de Clark y Lubs de pH 9,8.
La actividad enzimâtica viene dada por la canti­
dad de p-nitrofenol liberado, lo cual se détermina colorimé- 
tricamente en un espectrofotômetro a una longitud de onda de 
42 0 nm.
Una unidad de actividad fosfatâsica es la cantidad 
de enzima necesaria para liberar 1 juraol de de p-nitrofenol 
por minuto.
11.10-8-b.- ACTIVIDAD FOSFATASA ALCALINA.(E.C.3.1.3.1.) 
Sustrato;
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El sustrato utLUzado fae p-nitrofenil ortofosfato 
disôdico 4 mM, disuelto en tampon citrato-fosfato-borato 50 
mM y pH 9,0.
Procedimiento:
Como en el caso anterior después del periodo de 
incubaciôn la reacciôn se detiene anadiendo 2 ml. de tampôn 
de Clark y Lubs pH 9,8.
La actividad enzimâtica viene dada por la canti­
dad de p-nitrofenol liberado, lo cual se détermina colori- 
metricamente en un espectrofotômetro a una longitud de onda 
de 420 nm.
Una unidad de actividad fosfatâsica es la cantidad 
de enzima necesaria para liberar 1 jumol de p-nitrofenol en 
1 minuto.
II.10-9.- ACTIVIDAD QUITINASA.
La enzima poli( 1,4-p-(2-acetamido-2-deoxi-D-glu- 
côsido)) glicanohidrolasa, hidroliza enlaces 1,4-p-acetami- 
do-2-deoxi-D-glucôsido en la quitina y quitodextrina, (E.C.
3.2.1.14. ) .
La actividad de esta enzima se ha valorado segûn 
el método de Tracey (1966).
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Sustrato;
El sustrato utilizado para la valoracion de la acti 
vidad quitinasa fue la quitina coloidal, esta quitina se obtu 
vo a partir de caparazones de gambas segûn el método de Jeu- 
niaux (1966):
a) Los caparazones de gambas se tienen durante 2 ho 
ras lavândose con detergente para eliminar las partîculas re 
siduales.
b) se élimina el detergente lavando con agua desti 
lada y centrifugando.
c) Los caparazones de gambas se tratan con ClH 1 N, 
anadiendo lentamente y agitando al mismo tiempo hasta que de 
je de desprender COg, lo que nos indica una pérdida total del 
del carbonato que contienen.
d) Se lava varias veces con agua destilada.
e) Se mantienen durante 30 minutos en un baho mari 
a con NaOH 0,5 N a 100 2C. El hidrôxido sôdico extrae casi to 
do el pigmento.
f) Lavar con agua destilada, centrifugando hasta e- 
liminar totalmente la sosa.
g) Tratar con MnO^K 0,5 % a 60 ec durante 20 minu­
tos . Posteriormente lavar para eliminar el MnO^K.
h) Tratar con SgO^Nag a media saturaciôn, como agen 
te blanqueador.
i) Se lava hasta la desapariciôn del pirosulfito.
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j) Tratar durante 30 minutos con alcohol para ex- 
traer los lipidos.
k) Lavar varias veces con agua destilada.
1) Triturar en medio acuoso.
m) Centrifugar.
n) Lavar el precipitado con acetona y secar.
Preparacion de quitina coloidal:
A 200 g. de quitina se ahaden 5 ml. de agua mas 6,4 
ml. de acido sulfurico concentrado, agitando lentamente y en- 
friando.
Una vez disuelta la quitina, se anade agitando 108
ml. de etanol frio al 50%. La quitina précipita, se centrifu
ga y se lava sucesivamente con agua destilada fria hasta que 
el pH sea aproximadamente de 5.
Se centrifuga y se recoge el precipitado, Esto se 
guarda en nevera como quitina coloidal para preparar las sus
pensiones que utilizamos como sustrato en el momento oportu-
no.
Curva de peso seco de quitina:
Se utiliza para determinar la cantidad de quitina 
que estâmes utilizando como sustrato. Se prépara una suspen­
sion de quitina coloidal en agua destilada. De esta suspen­
sion se toman 0,5 y 1 ml. y se ponen en dos pesasustancias,
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en estufa a 70 durante 24 horas. Al cabo de este tiempo 
se pesan y obtendremos los #gramos por ml. que tenemos en es^  
ta suspension.
A partir de esta suspension tomamos distintos volu
menes que llevamos hasta 3 ml. con agua destilada que leemos
en un espectrofotômetro a una longitud de onda de 660 nm.
La curva se représenta en abscisas los Aig. de qui
tina y en ordenadas las unidades de absorciôn obtenidas.(Fig.3)








Se incuban 1 ml. de liquido de cultive mas 1 ml. 
de la suspensiôn de quitina coloidal disuelta en tampôn ci­
trato-f osf ato-borato 50 mM y pH 5,5, que contiene aproxima­
damente 100/ig. de quitina, en estufa a 37 durante un 
tiempo variable. Después del periodo de incubaciôn esta sus­
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te y detener la reacciôn.
La actividad quitinasa se valora por la liberation 
de N-acetilglucosamina producida al hidrolizar la quitina co 
loidal.
Una unidad de actividad quitinasa es la cantidad
de enzima necesaria para liberar 1 /amol. de N-acetilglucosa­
mina por minuto.
Valoracion de N-acetilglucosamina.
Se ha seguido el método descrito por Tracey (1954 ) .
A partir de una solution que contiene N-acetilglu­
cosamina, se toman 0,3 ml. y se le anade 0,1 ml. de una solu 
ciôn saturada de borato sôdico, calentando a 100 2C durante 
7 minutos. Se deja enfriar y se ahaden 3 ml. de âcido acét^ 
co glacial y 0,3 ml. de réactive de Ehrlich, el cual se com- 
pone de 2g. de p-dimetil amino benzaldehido disueltos en 100 
ml. de âcido acético glacial mas 5 ml. de âcido clorhidrico 
concentrado.
Se deja a temperatura ambiente durante 1 hora pa­
ra que se desarrolle un color violeta, que serâ mâs o menos
intenso segûn la cantidad de N-acetilglucosamina présente.
El color se lee en un espectrofotômetro a una Ion 
gitud de onda de 54 0 nm.
Paralelamente con los problemas se realizan siem- 
pre contrôles de blancos de reactivos y sustrato.
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Curva patron de N-acetilglucosamina.
A partir de la solucion patron de N-acetilgluco­
samina se toman distitos volumenes y se sigue el método an- 
teriormente descrito.(solucion patron 0,1 M).
Representamos graficamente la curva patron en abs 
cisas las distintas concentraciones tomadas y en ordenadas 
las unidades de absorciôn.(Fig.4).
Volumen (ml.) Concentraciôn ( A i m o l / . ) Lectura ( U. A. )
0,05 0,005 0,020
0,10 0,010 0,037












































El enzima poli-1,4- of-D-galacturônido glucano hi- 
drolasa, (E.C. 3 . 2 .1.15. ), hidroliza enlaces 1, 4-o<-D-galactu- 
rônidos en pectinas y otros galacturônidos (Advances in Car­
bohydrate Chemistry and Biochemistry. Academic Press, 33,1976)




Poligalacturonato sôdico a una concentraciôn final 
de 1 mg/ml. en tampôn citrato-fosfato-borato 50 mM y pH 5,5.
Procedimiento:
Se incuban 0,9 ml. de la soluciôn de sustrato con
0,1 ml. de liquido de cultivo a 37 sc, durante un tiempo va­
riable.
La actividad de esta enzima viene dada por la can
tidad de âcido galacturônico liberado, el cual se valora colq
rimetricamente por el método de Somogyi y Nelson.
Paralelamente se realizan contrôles con agua des 
tilada, sobrenadante de cultivo, bianco de sustrato y patrôn 
de galacturônico.
Una unidad de actividad poligalacturonasa es la can 
tidad de enzima necesaria para liberar 1 ^mol de âcido galac-
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turônico por minuto.
Curva patrôn de âcido galacturônico:
Se prépara una soluciôn de âcido galacturônico imM 
a partir de esta soluciôn se toman distintos volûmenes y se 
completan hasta 1 ml con agua destilada, y se détermina la 
cantidad de azûcares reductores por el método de Somogyi y ' 
Nelson.
La curva patrôn se représenta llevando en abscisas 
las distintas concentraciones de âcido galacturônico y en or 
denadas las unidades de absorciôn obtenidas a 54 0 nm.(Fig.5 )
Volumen (ml.) Concentraciôn jumol/ml.) Lectura (U.A.)

















































S u s t r a t o :
El sustrato utilizado fue pectina de manzana, se i 
prepare una solucion a una concentraciôn final de 1 mg/ml. 
en tampon citrato-fosfato-borato 50 mM y pH 5,5.
Procedimiento:
Se siguio el mismo procedimiento que para la poli- 
galacturonasa, determinando la cantidad de azûcares reducto­
res liberados por el método de Somogyi y Nelson.
Una unidad de actividad polimetilgalacturonasa se 
define como la cantidad de enzima necesaria para liberar 1 
/imol de âcido galacturônico por minuto.
11.10-11.-ACTIVIDAD PECTINLIASA.
El enzima poli metil-D-galacturônido liasa (E.C. 
4.2.2.10.), forma un doble enlace por el mecanismo de ^-eli 
minaciôn entre los carbonos 4-5 produciendo despolimeriza- 
ciôn.
Este enzima actua sobre pectinas pero no sobre pec
tatos.
La valoraciôn de esta actividad se realizô segûn 
el método de Hislop, Keon y Fielding (1979).
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S u s t r a t o :
El sustrato utilizado fue pectina de manzana, se 
préparé una solucion a una concentraciôn final de 1 mg/ml., 
en tampôn citrato-fosfato-borato 50 mM y pH 5,5.
P r o c e d i m i e n t o :
Se incuban 0,9 ml. de sustrato con 0,1 ml. de li­
quido metabôlico, a 37 durante un tiempo determinado.
La actividad enzimâtica viene dada por la canti­
dad de urônidos liberados, lo cual se détermina espectrofoto 
metricamente a una longitud de onda de 235 nm., valorando el 
incremento de la absorciôn producido entre la .lectura inicial 
y la lectura final, es decir, antes y después de producirse 
la reacciôn enzimâtica.
Una unidad de actividad pectinliasa se define co­
mo la cantidad de enzima necesaria para liberar 1 ^ mol de uro 
nidos insaturados en 1 minuto, basado en el coeficiente de 
extinciôn molar de 4600 para estas sustancias.
11.10-12.- ACTIVIDAD PECTATOLIASA.
El enzima poli-1, 4-0<-D- galacturônido liasa, (E.C. 
4.2.2.2.) forma un doble enlace entre los carbonos 4-5, por 
el mecanismo de p-eliminaciôn, produciendo despolimerizaciôn.
La valoraciôn de esta actividad se realizô segûn
N o  a c t û a  s o b r e  l a  p e c t i n a .
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el método de Hislop, Keon y Fielding (1979).
Sustrato:
El sustrato utilizado fue galacturonato sôdico, 
se prépara una soluciôn a una concentraciôn final de 1 mg/ml 
en tampôn citrato-fosfato-borato 50 mM y pH 5,5.
Procedimiento:
Se incuban 0,9 ml. de sustrato con 0,1 ml. de li­
quido metabôlico, a 37 sc durante un tiempo determinado.
La actividad enzimâtica viene dada por la cantidad 
de urônidos liberados, lo cual se deisrmina en un espectrofo- 
tômetro a una longitud de onda de 235 nm., valorando el incre 
mento de la absorciôn producido entre la lectura inicial y la 
lactura final, es decir ,antes y después de producirse la re­
acciôn enzimâtica.
Una unidad de actividad pectatoliasa se define como 
la cantidad de enzima necesaria para liberar 1 Aimol de urôni­
dos insaturados por minuto, basado en el coeficiente de extin 
ciôn molar de 4600 para estas sustancias.
ri.10-13.- ACTIVIDAD ENDQ(Pectina).
La despolimerizaciôn de la pectina, actividad endo, 
se siguiô por la disminuciôn de la viscosidad de una soluciôn 
de este polisacârido en presencia del complejo enzimâtico.
La actividad endo trente a la pectina puede ser de-
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bida a una polimetilgalacturonasa o a una pectinliasa, o el 
resultado de ambas actividades.
Sustrato:
El sustrato utilizado fue pectina de manzana, se 
prépara una solucion a una concentraciôn final de 1 mg/ml. 
en tampôn citrato-fosfato-borato 50 mM y pH 5,5.
Procedimiento:
Se incuban 4,5 ml. de sustrato con 0,5 ml. de li­
quido metabôlico, a 37 durante un tiempo determinado.
La actividad enzimâtica se détermina midiendo el 
decrecimiento de la viscosidad a 30^0 en un viscosimetro ca- 
pilar (Cannon-Fenske, serie 50).
Una unidad de actividad enzimâtica, se define, co­
mo la cantidad de enzima que cataliza un decrecimiento de la 
viscosidad de un 1% (Keen y Horton 1966).
11.10-14.- ACTIVIDAD ENDO (Acido poligalacturônico).
La despolimerizaciôn del âcido poligalacturônico, 
actividad endo, se siguiô por la disminuciôn de la viscosi­
dad de una soluciôn sustrato en presencia del complejo enzi­
mâtico.
Esta actividad puede ser debida a una poligalac- 




El sustrato utilizado fue poligalacturonato sôdico, 
se prépara una soluciôn a una concentraciôn final de 1 mg/ml. 
en tampôn citrato-fosfato-borato 50 mM y pH 5,5.
Procedimiento:
Se incuban 4,5 ml. de sustrato con o, 5 ml. de lîqui^  
do metabôlico a 3 7 2C, durante un tiempo determinado.
La actividad enzimâtica se détermina midiendo el de 
crecimiento de la viscosidad a 309C en un viscosimetro capi- 
lar (Cannon-Fenske, serie 50).
Una unidad de actividad enzimâtica se define, como 
cantidad de enzima que cataliza una disminuciôn en la viscosi 
dcid de un 1% (Keen y Horton 1966).
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11.11.- METODO PARA DIFERENCIAR ACTIVIDADES HIDROLITICAS Y 
LIASICAS.
Se ha seguido el método descrito por Neukon (1950), 
modificado posteriormente por Serwood (1966).
Se incuban 5 ml. de la mezcla de reacciôn, enzima 
mâs sustrato, durante 3 horas a 37 ^C, pasado este tiempo a 
1 ml. de esta mezcla se le ahaden 5 ml. de ClH 0,5 N y 10 ml^ 
de âcido tiobarbitûrico <0.01 M disuelto en agua destilada.
Esta mezcla se calienta al baho maria durante 1 hora 
se enfria, se ahade el volumen evaporado y se centrifuga a 
10.000 g durante 20 minutos.
Se détermina el espectro de absorciôn en el sobrena­
dante entre 480 y 580 nm.,
Simultâneamente a la mezcla problema se pone un con 
trol que tiene el enzima mâs sustrato a las 0 horas de incu­
baciôn .
Un raâximo de absorciôn a 510 nm. demuestra la exis- 
tencia de una poligalacturonasa o una polimetilgalacturonasa, 
segûn el sustrato utilizado, ya que el âcido galacturônico y 
sus oligômeros tienen un mâximo de absorciôn a 515 nm.
Un mâximo de absorciôn entre 547 y 550 nm. corres- 
ponderia a una pectinliasa o pectatoliasa, porque los com- 
puestos de degradaciôn de sustancias pécticas que tienen un 
doble enlace entre los carbonos 4-5 liberan un cromôgeno con
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con un maximoyèe absorciôn a 550 nm. cuando reaccionan con el 
âcido tiobarbitûrico.(Bateman y Millar, 1966).
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11.12.- PRECIPITACION DE PROTEINAS.
Para la obtenciôn del complejo enzimâtico, el hongo 
Alternaria alternata se mantuvo en cultivo estacionario a 25 
ec , en matraces de 1000 ml. de capacidad con 200 ml. de me­
dio de cultivo, el medio elegido fue el denominado medio II, 
que contiene 0,5% de glucosa y 0.5% de pectina como fuente de 
carbono.
Las enzimas liberadas al medio de cultivo entre 25 y 
27 dias de incubaciôn, se precipitaron con âcido tânico segûn 
el método de Shibata y Nisizawa (1965). Se anade una soluciôn 
de âcido tânico al 10% al sobrenadante de tal manera que la 
concentraciôn final sea del 1%, manteniéndose a 4^c durante 
un tiempo mâximo de dos horas. A continuaciôn el precipitado 
se sépara por centrifugaciôn a 6000 rpm. , se lava 3 veces con 
10 ml. de acetona fria y se seca mediante una corriente de ai­
re filtrado.
En estos precipitados se determinaron las actividades 
enzimâticas y se compararon con las obtenidas en precipitados 
proteinicos con acetona.
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11.13.- CALCULO DEL GRADO PE AUTOLISIS.
El grado de autolisis alcanzado por los bongos a lo 
largo del periodo de incubaciôn, se calcula por la pérdida 
de peso seco del micelio a partir del peso mâximo y se expre 
sa en %.
Para calcular el peso seco de las muestras, el mice­
lio se sépara del sobrenadante por filtraciôn a través de pa­
pe 1 Whatman n^l, se lava con agua destilada y se seca en estu 
fa a 60 2C hasta alcanzar un peso constante, expresândose los 
resultados en mg/muestra.
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11.14.- DETERMINACION DE LAS CARACTERISTICAS CINETICAS PE 
LAS ENZIMAS.
En el complejo enzimâtico precipitado con âcido tâ­
nico se determinô para las enzimas pécticas el pH ôptimo de 
actuaciôn, la variaciôn de la actividad enzimâtica con la con 
centraciôn del enzima y la Km y velocidad mâxima.
11.14-1.- PH OPTIMO DE ACTUACION DE LA ENZIMA.
Cantidades determinadas de una soluciôn acüosa de 
enzimas (mg/ml) en tampôn citrato-fosfato-borato 50 mM a valo- 
res de pH comprendidos entre 3 y 9 unidades, se incubaron en 
estufa a 37 2C durante un tiempo determinado para cada pro­
blema .
Paralelamente se llevan contrôles de sustrato , li­
quido problema, y de las soluciones tampôn.
11.14-2.- VARIACION DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA CON LA CONCEN-
TRACION DE LA ENZIMA.
La variaciôn de la actividad enzimâtica con la con­
centraciôn de enzima se détermina tomando diferentes concen­
traciones de la enzima, en nuestro caso hemos tomado de 10 a 
100 /il. de muestra, e incubando con una determinada cantidad 
de sustrato disuelto en tampôn citrato-fosfato-borato 50 mM,
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al pH ôptimo de cada enzima.
La representaciôn grafica nos da la proporciona- 
lidad entre estas dos variables y el limite en algunos ca­
sos de esta proporcionalidad.
II.14-3.- DETERMINACION DE LA CONSTANTE DE MICHAELIS-MENTEN
(Km) Y LA VELOCIDAD MAXIMA (Vm).
Se ha seguido el método grâfico de Lineweaver-Burk.
Diferentes concentraciones de sustrato disuelto en 
tampôn citrato-fosfato-borato 50 mM , al pH ôptimo de cada 
enzima se incuban con una determinada concentraciôn de enzi 
ma.
Representando en ordenadas el inverso de los valo- 
res de la actividad enzimâtica y en abscisas el inverso de 
los valores de las concentraciones de sustrato, obtenemos u- 
na linea recta cuya intersecciôn sobre el cuadrante negati­
ve de la abscisa détermina un valor de -1/Km.
El punto de intersecciôn de la recta con la ordena 
da nos da el inverso de la velocidad mâxima, 1/Vm.
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11.15.- CROMATOGRAFIA EN PAPEL.
Se ha utilizado este método para caracterizar sustan 
ciaSfSe basa en coroparar el camino recorrido sobre una matriz, 
en este caso papel Whatman n^  1, de unas sustancias problemas 
con el recorrido de unas sustancias conocidas.
Se siguiô la técnica descendente. Para obtener una me 
jor separaciôn seguimos el método de multiple desarrollo des 
crito por Jeanes (1951).
Disolvente utilizado:
El disolvente utilizado fue n-butanol, âcido acéti- 
co glacial y agua, en las proporciones 400:100:220 (v/v), re 
comendado por Block(1958).
Revelado para azûcares reductores.
Se ha seguido el método descrito por Trevelyan (1950), 
impregnando el cromatograma en una soluciôn satutada de ni­
trate de plata en acetona-,
Una vez seco el cromatograma se pulveriza con una so 
luciôn de NaOH 0,5 N en etanol de 96%. Para evitar el enveje 
cimiento del cromatograma con el paso del tiempo, se fijan 
las manchas, segûn la técnica descrita por Whistler y Wolfron 
(1962),introduciéndolo en un baho de NH^OH 6 N, lavande con 
abundante agua y dejando secar.
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Revelado para detectar âcido galacturônico:
Se ha utilizado el método descrito por Warren (1960).
Soluciones empleadas:
19^- Soluciôn de lO^Na 0,2 M.
29.- Etilen glicol, acetona y sulfûrico concentrado, 
en las siguientes proporciones 50:50:0,3 (v/v/v).
39.- Acido tiobarbitûrico al 6%.
El cromatograma se pulveriza con la soluciôn de lO^Na, 
después de pasados 15 minutes, se vuelve a pulverizar con la 
soluciôn de etilen glicol-acetona-sulfûrico y se esperan 10 
minutes, pasados éstos se vuelve a pulverizar con el âcido 
tiobarbitûrico, se calienta el cromatograma a 1009C durante 
5 minutes.
Aparecen en el cromatograma unas manchas rojas que ba 
jo luz ultravioleta dan una fluorescencia roja.
Este método es capaz de detectar cantidades de 0,5 
yug. de acides urônicos.
Las muestras utilizadas para detectar la posible pre- 
sencia de âcido galacturônico fueron paredes y liquide meta- 
bôlico del hongo A. alternata, previamente hidrolizados con 
âcido sulfûrico 1 N, en ampolla cerrada a 1009C entre 1 y 2 
horas. Al cabo de este tiempo se neutraliza con hidrôxido ba- 
rico, se centrifuge y se pasa a través de un filtre Millipo- 
re de 0,22 yum.
- 7 1 -
II.16.-FILTRACIQN EN GEL.
La filtraciôn en gel es una técnica que permite la 
separaciôn de macromoléculas de distinta naturaleza y tama- 
nos, independientemente de los efectos que puedan tener so­
bre ellas factores como cambios en el pH, fuerza iônica, io 
nés metâlicos, cofactores, detergentes, urea etc.
Su fundamento se basa en la capacidad de las molécu 
las que hay en una muestra para entrar en los pequenos poros, 
existentes en la fase estacionaria. Las moléculas grandes no 
entran y se mueven râpidamente a través del soporte cromato- 
grâfico. Las moléculas pequenas entran en los poros y esto 
hace que se muevan mas lentamente. Las moléculas son eluidas 
en orden decreciente a su tamano molecular.
II.16-1.- FILTRACION EN GEL CON SEPHADEX.
El sephadex es un gel preparado por polimerizaciôn 
de dextrano con epiclorhidrina. El gran numéro de grupos hi- 
droxilo, hace que el gel sea muy hidrofilico por lo que se 
hincha considerablemente en soluciones electrolîticas y en
agua .
Procedimiento:
Muestras de 10 mg.de proteînas, precipitadas con
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âcido tânico, y disueltas en 4 ml. de tampon citrato-fosfato 
borato 50 mM y ph 5,5, se introdujeron en una columna (Phar­
macia K 26/ 70) de sephadex G-200, previamente equilibrada
con tampon citrato-fosfato-borato 50 mM y pH 5,5 en presen- 
cia de azida al 0,02%.
La velocidad de eluciôn fue de 20 ml/hora. Las frac 
clones recogidas fueron de 3,5 ml. El de la columna fue me 
dido con Dextran blue de peso molecular 2.10^.
En cada fracciôn fueron determinadas proteinas y 
actividades enzimâticas trente a la pectina y al âcido poli- 
gai act urônico .
Determinaciôn del peso molecular en sephadex G-200.
Se ha seguido el método descrito por Andrews (1965)
Se eligiô sephadex G-200 ya que puede separar pro­
teinas en un amplio margen de pesos moleculares.
La columna fue equilibrada con las siguientes pro­
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Para calcular el peso molecular de las proteinas 
se han tenido en cuenta los siguientes paramétrés:
Vq= Volumen de las moléculas que estân solamente 
distribuidas en la fase môvil del gel, ya que 
su tamano es mayor que los poros del gel.
V = Volumen de eluciôn de la muestra. e
Vg= Volumen de la fase estacionaria, el cual es 
dificil de determinar por lo que se obtiene: 
Vt - Vo-
El coeficiente de distribuciôn se define por ans- 
logia con otros tipos de particiôn cromatogrâfica como el 
cociente:
K  =
V, - V o
Siempre que sea mayor que 1 hay retenciôn de
moléculas en la columna. Si K es igual a 0 las moléculasav ^
no son retenidas porque el volumen de eluciôn de la muestra
es igual al volumen de eluciôn de la columna. Si K es me-  ^ av
nor que 1, la columna esta mal preparada.
El coeficiente de retenciôn se define como el co­
ciente entre el volumen de eluciôn de la muestra y el volu- 
men de eluciôn de la columna:
R =  — -
Vo
Se han realizado très experimentos, la media de 
los cuales nos da un valor de V^ para cada una de las pro-
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teinas patron de Pm conocido, con esto y el valor de 
de cada proteina problema podemos calcular el peso molecu­
lar de cada una de ellas. El calcule de errores nos indi- 
ca que cada muestra esta afectada por un error de aproxima 
damente 5000 daltons.
II.. 16-2.- FILTRACION EN BIO-GEL P  ^.
El Bio-gel P^ es un gel de poliacrilamida, prepa­
rado por co-polimerizaciôn de acrilamida y N,N'-metileno- 
bisacrilamida, similar a los geles usados en las electrofo- 
resis de geles de poliacrilamida.
Se utiliza para separar moléculas de pequeno peso 
mcolecular, con un poder de separaciôn similar al del sepha- 
d(6X G-10 y G-15.
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11.17.- ELECTROENFOQUE.
Esta técnica consiste en la separaciôn de proteinas 
por su punto isoeléctrico (P.I.) en un gradiente de pH. Se 
siguiô el método descrito por Vesterberg y Svensson (1966).
Si una proteina se anade a una soluciôn que tiene un 
pH mas alto que su punto isoeléctrico, pierde protones y se 
queda negativamente cargada, por el contrario si la proteina 
se anade a una soluciôn con un pH mas bajo que su punto iso­
eléctrico, toma protones y queda positivamente cargada.
Cuando se estudia por electroenfoque una mezcla de 
proteinas con puntos isoeléctricos comprendidos en el rango 
del gradiente de pH utilizado, cada proteina adquiere dife- 
rente carga segûn su PI y el pH donde la proteina se ha lo- 
calizado. Al someter éstas proteinas a la corriente eléctr^ 
ca, éstas se dirigiran al câtodo o al ânodo segûn su carga 
quedando localizadas en la zona donde el pH sea igual a su 
punto isoeléctrico.
La fuerza que contrarresta el electroenfoque es la 
difusiôn. Como el coeficiente de difusiôn es inversamente 
proporcional al peso molecular, las proteinas que mejor se 
separan son las de mayor Pm.
Con objeto de disminuir la difusiôn y las corrien 
tes de convecc3Ôn propias de los liquidos se emplea un gradien 
te lineal de sacarosa o glicerol de abajo a arriba de la co
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lumna.
Se utilize una columna de 110 ml. de capacidad, mo 
delo LKB 8101, y el gradiente de pH se obtuvo con Ampholine 
LKB, a una concentracion final del 1%, en el rango de pH de 
3,5 a 10, a 600 voltios durante 72 horas y a 69C. El gradien 
te lineal de sacarosa se obtuvo con un formador de gradientes 
LKB 8121. El catodo (etilendiamina) se coloco en la parte su­
perior de la columna y el anodo (âcido fosforico) en la parte 
inferior.
Procedimiento:
Muestras de 10 mg. de proteinas del hongo Alternaria 
alternata, precipitadas con âcido tânico a los 27 dias de cre- 
cimiento, son introducidas en la columna.
Las fracciones recogidas fueron de 4 ml., en ellas 
determinamos el pH, para la valoracion de las actividades en­
zimâticas las fracciones fueron dializadas durante 60 horas 
frente a agua destilada a 49C.
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11.18.- ELECTROFORESIS EN GEL DE POLIACRILAMIDA.
Se ha utilizado la técnica descrita por Ornstein 
(1961) y Davis (1964).
Esta técnica denominada electroforesis de disco es 
una electroforesis de zona en un gel que consta de dos sec- 
ciones de distinta porosidad y pH.
La muestra de proteinas a analizar es sometida a un 
proceso de concentracion en la primera zona de la columna de 
electroforesis, Bn el gel hay dos iones cuya carga es la mis 
ma que la de los iones de la muestra a un pH dado; uno de és 
tos iones es mas rapide y otro mas lento que todos los iones 
d(9 la muestra a este pH.
La polaridad eléctrica se pone en la direcciôn de la 
migraciôn de la muestra. Al aplicar el voltaje,ésta se sépa­
ra en zonas continuas en orden a sus movilidades relativas.
Las proteinas van entrando en la segunda secciôn de 
la columna electroforética, denominado gel de separaciôn,don 
de hay unas nuevas condiciones de pH y tamano de poro. La mo 
vilidad de los iones mas lentos aumenta en esta zona y pasan 
a través de las muestras de proteinas,estableciendo un gra­
diente de voltage uniforme donde se separan éstas.
Soluciones empleadas en el gel de separaciôn:
A. - Tampôn tris-ClH, pH 8,9 que consta de
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CIH IN................ 48 ml.
Tris ................  36,6 g.
Temed................  0,23 ml.
H2O destilada hasta ...100 ml.
Tris: 2-amino-2 hydroximetil 1-3 propanediol 
Temed: N-N-N'-N' tetrametil etilendiamina.
B . - Acrilamida..............  28 g .
Bisacrilamida...........  0, 735 g .
H^O destilada hasta .....100 ml.
C . - Persulfate amonico....... 0,14 g .
H^O destilada hasta .....100 ml.
Soluciones empleadas en el gel de concentracion
D.- Tampon tris-CiH, pH 6,7, que consta de
CIH IN................... 48 ml.
Tris....................  5,98 g.
Temed...................  0,4 6 ml.
H^O destilada hasta  100 ml.
E. - Acrilamida   10 g.
Bisacrilamida...........  2,5 g .
H^O destilada hasta.....100ml.
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F. - Riboflavina.................  4 mg.
H^O destilada hasta ......... 100 ml.
G. - Sacarosa...................  40 g .
H^O destilada hasta 100 ml.
S e  h a n  utilizado para nuestras proteinas geles de po 
l i a c r i l a m i d a  a l  7%, para lo cual las proporciones de las so­
luciones en el gel de separaciôn fueron las siguientes:
Soluciôn A  ...................  1 volumen
Soluciôn B .................... 2 "
Soluciôn C   4 "
H^O destilada .................  1 "
Estas soluciones y el agua destilada se mezclan en 
u n  kitasato y el aire se extrae mediante vacio, agitando ma- 
n u a l m e n t e  d u r a n t e  aproximadamente un minuto. A  continuaciôn 
se procédé a llenar los tubos de electroforesis.
Las proporciones en el gel de concentraciôn fueron 
la s  siguientes:
Soluciôn D   1 volumen
Soluciôn E .................... 2 "
Soluciôn F .................... 1 "
Soluciôn G   4 "
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Tampôn de los electrodes.
La soluciôn tampôn utilizada fue Tris-glicina a un 
pH de 8,3. Se prépara una soluciôn concentrada que se diluye 
10 veces para su empleo.
Como indicador del frente de migraciôn se utilizô 
azul de bromofenol, anadiendo unas gotas en el tampôn de la
parte superior de la cubeta.
La intensidad de la corriente fue de 1 miliamperio 
por gel durante los primeros 20 minutes, aproximadamente has 
ta que la muestra entra en el gel de separaciôn y posterior- 
mente de 2 miliamperios por gel.
La duraciôn media para la separaciôn de este com­
pte jo enzimâtico fue de 5 horas.
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ll.18-1.- ELECTROFORESIS EN GEL DE ACRILAMIDA-PECTINA.
Se ha utilizado el método descrito por Cruickshank 
y Wade (1980), modificado parcialmente.
Con este método es posible detectar enzimas pécti- 
cas en geles de poliacrilamida. En nuestro caso hemos utili 
zado geles de poliacrilamida al 7% a los que se ahadio pec­
tina en una proporcion de 1%.
La electroforesis se realiza a 2^C. Una vez final^ 
zada, los geles se incuban a 379C en una soluciôn de âcido 
mâlico 0,1 M y en una soluciôn de âcido mâlico 0,1 M con Cio 
ruro câlcico 0,002 M.
El tiempo de incubaciôn es variable dependiendo de 
la actividad del complejo asî como de la concentraciôn de pro 
teinas por gel.
Coloraciôn para enzimas pécticas.
Después del periodo de incubaciôn, los geles se la 
van con agua destilada y se tihen con una soluciôn de Rojo 
ce rutenio al 0,02%, durante un tiempo de dos horas como mâ 
ximo. A continuaciôn los geles se lavan en agua destilada 
varias veces, hasta que la presencia de la actividad enzimâ- 
tica se ponga de manifiesto.
La actividad poligalacturonasa se détecta porque 
produce en el gel unas zonas menos tehidas que el resto.
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11.19.- MACERACION DE TEJIDOS.
Hemos utilizado el método descrito por Ishii (1970.
Se han empleado tejidos de patata, zanahoria y tona 
te para estudiar la capacidad de maceraciôn del complejo en- 
zimatico de Alternaria alternata.
La patata, zanahoria y tomata son desinfectados su­
per jf icialmente en una soluciôn que contiene:
Cloruro mercùrico 2%
ClH concentrado 7 ml.
Después de 30 minutes sumergidos en esta soluciôn, 
se lavan varias veces con agua destilada estéril.
Cuadrados de estes tejidos de aproximadamente 4 g. 
de peso se colocaron en matraces de 100 ml. de capacidad.
Se prepararon très series de matraces con la siguien 
te composiciôn:
serie l^.- tampôn citrato-fosfato-borato 50 mM y
pH 5,5, esterilizado en autoclave a 1209C 
durante 2 0 minutes.
serie 2^.- tampôn de Mcllvaine 0,1 M y pH 5,5, estg- 
rilizado en autoclave a 1209C y durante 
20 minutes.
serie 39.- agua destilada estéril.
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Cada matraz contiene 25 ml. de una de estas solucio 
nes con 8 cuadrados de los distintos tejidos y se le anade 
1 ml. de la soluciôn de enzimas, precipitadas con âcido té- 
nico, a una concentraciôn de 1 mg/ml. en agua destilada es­
téril .
Paralelamente se realizan contrôles con los tejidos 
vegetales sin soluciôn de enzimas, pero bajo las mismas con­
diciones de temperatura y tiempo de incubaciôn.
Los matraces se incuban en un agitador-incubador cr 
bital "Gallemkamp, modelo IH, 400". El tiempo de incubaciôn 
varia segûn el tejido y la capacidad del complejo enzimâti­
co .
Después del periodo de incubaciôn la mezcla de reac- 
ciôn se filtra a través de una malla de 24 mesh. Todas las 
células que pasan a través del filtre son células libres, co 
mo lo confirma el examen al microscopio. Cuando las células 
han sedimentado, alrededor de dos horas a temperatura ambien 
te, se compara su volumen.
La estimaciôn de la maceraciôn fue realizada a par­
tir de las siguientes medidas:
19.- Volumen de células individuales liberadas del 
tej ido.
29.- Valoraciôn del âcido galacturônico en el liqui 
do filtrado.
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3 9.- Determinaciôn del incremento de la conducti- 
vidad.
4 9 .- Determinaciôn de las sustancias reductoras en 
el liquido filtrado.
5 9 .- observaciôn de la capacidad de las células pa 
ra acumular rojo neutre.
19.- Volumen de células sedimentadas.
Los trozos de tejido se separan de las células 
libres por filtraciôn, 5 ml. del filtrado se colocan en tubos 
test para comparar el volumen de las células sedimentadas en 
los tampones , en el agua y en los contrôles.
2 9 . -  V a l o r a c i ô n  d e l  â c i d o  g a l a c t u r ô n i c o .
El contenido en âcido galacturônico de los fil 
trades fue determinado por el método del carbazol descrito 
por Kabat y Mayer's (1961).
A 1 ml de la soluciôn problema que puede con- 
tener entre 5 y 100 Aig. de âcidos urônicos por ml., se ana- 
den 6 ml. de âcido sulfûrico concentrado, enfriando al mis- 
mo tiempo. Esta mezcla se calienta al bano maria hirviendo 
durante 20 minutes, después se enfria hasta temperatura ambien 
te y se ahaden 0,2 ml. de carbazol al 0,1 % en etanol, la mez­
cla se agita con cuidado y se deja de 10 minutes a 1 hora co­
mo mâximo a temperatura ambiente, se desarrolla un color rosâ
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ceo que se lee en un espectrofotômetro a una longitud de 53 0nm
S i m u l t â n e a m e n t e  s e  r e a l i z a  l a  m i s m a  d e t e r m i n a c i ô n  c o n  
b l a n c o s  d e  t a m p ô n  y  d e  a g u a .
S o l u c i ô n  p a t r ô n  d e  â c i d o  g a l a c t u r ô n i c o .
S e  p r é p a r a  u n a  s o l u c i ô n  d e  â c i d o  g a l a c t u r ô n i c o  1 m M . 
Para e l l o  s e  d i s u e l v e n  19,5 m g .  e n  100 m l .  d e  a g u a  d e s t i l a d a ,  
en m a t r a z  a f o r a d o .
C u r v a  p a t r ô n  d e  â c i d o  g a l a c t u r ô n i c o .
A  p a r t i r  d e  l a  s o l u c i ô n  p a t r ô n  d e  â c i d o  g a l a c t u r ô n i ­
co, s e  t o m a n  d i s t i n t o s  v o l û m e n e s  y  s e  c o m p l e t a n  h a s t a  1 m l .  
con a g u a  d e s t i l a d a ,  d e t e r m i n a n d o  a  c o n t i n u a c i ô n  e l  â c i d o  g a ­
l a c t u r ô n i c o  s e g û n  e l  m é t o d o  d e l  C a r b a z o l .
L a  c u r v a  p a t r ô n  s e  r e p r é s e n t a  g r â f i c a m e n t e  l l e v a n d o  
en a b s c i s a s  l a s  d i s t i n t a s  c o n c e n t r a c i o n e s  d e  â c i d o  g a l a c t u r ô  
nico y en o r d e n a d a s  l a s  u n i d a d e s  d e  a b s o r c i ô n  o b t e n i d a s  a l  
leer a u n a  l o n g i t u d  d e  o n d a  d e  530 n m .  ( F i g . 6  ).
V o l u m e n  ( m l . )  C o n c e n t r a c i ô n  ( A i m o l / m l . ) L e c t u r a  ( U . A .  )
0, 05 0,05 0,043









































Volumen (ml.) Concentraciôn (jumol/ml. ) Lectura (U.A.)
0,7 0,7 0,300
0,8 0,8 0,360
32.- Determinaciôn de la conductividad.
Los cambios en la permeabilidad del tejido vege 
tal producidos por la acciôn de las enzimas, se mide determ^ 
nando el incremento de la conductividad en el filtrado de la 
mezcla de reacciôn.
La medida de la conductividad nos détermina la 
cantidad total de iones en soluciôn y con ella estudiamos las 
variaciones de concentraciôn iônica en el liquido donde se 
efectüa la maceraciôn.
La conductividad se mide en un conductimetro 
"Philips, modelo PW 9504/00", previamente ajustado con una 
disoluciôn patrôn de ClK 0,1 N.
Durante la determinaciôn el liquido se mantie 
ne a una temperatura constante de 252C mediante un bano ter- 
mostâtico de agua, ya que la acciôn de la temperatura sobre 
la conductividad es positiva, es decir, la conductividad au­
menta cuando la temperatura asciende, debido a la influencia 
tanto de la ionizaciôn de las combinaciones como de la movi- 
lidad de los iones.
Câlculo de la conductividad.
L o s  v a l o r e s  o b t e n i d o s  e n  r e s i s t i v i d a d ,  s e  p a s a n
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a conductividad y se multiplican por el inverse del factor 
constante que corresponde a la célula del aparato.
C= — ——  . —  — —  = jLiiTiho/cni. 
R f
R= resistividad
f= constante de la célula = 1,46 cm.
C= conductividad expresado en >umho/cm.
Como los valores de conductividad que se obtie 
n€?n son muy bajos, los resultados se multiplican por 10^ y ex 
presamos la conductividad en mho/cm.
4 2 .- Determinaciôn de sustancias reductoras.
Las sustancias reductoras se determinaron en el 
liquido de reacciôn después de filtrarlo a través de papel de 
filtro Whatman n2 1, siguiendo el método descrito por Somogyi 
(1945) y Nelson (1944).
5 2 .- Capacidad de las células para acumular rojo neu-
tro.
Hemos seguido el método descrito por Basham y 
Bateman (1975), basado en el ensayo de rojo neutro de Tribe 
(1955).
Los cuadrados de tejidos, tratados con la so-
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luciôn enzimâtica, se sumergen en una soluciôn que contiene:
NO^K 0,6 M 
ClgCa 1 mM
Tampôn fosfato 2 0 mM, pH 7,5 
Rojo neutro 0,01%
Después de 20 minutos se élimina esta soluciôn y el 
tejido se lava con 3 ml. de NO^K 0,6 M varias veces.
La pérdida de la capacidad de las células para acu­
mular rojo neutro muestra, en observaciôn al microscopio ôp- 
tico, la muerte de las células.
Este hecho se compara con cuadrados de tejidos que 
no han sido tratados enzimâticamente y han sido sometidos al 
mismo proceso.
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II. 20 .- OBTENCION DE PROTOPLASTOS.
El término protoplasto ha sido definido como la 
parte de la célula que es capaz de vivir sin pared celular 
y puede ser plasmolizada.
Fl protoplasto es una célula rodeada del plasma- 
lema y potencialmente capaz de regenerar la pared, crecer 
y dividirse (Vasil,1976). La ausencia de pared permite en 
el protoplasto una serie de manipulaciones que no son posi- 
bles en la célula Intacta.
La pared puede eliminarse por un proceso mecâni 
co o por un proceso enzimâtico. El proceso mecânico para 
la obtenciôn de protoplastos ha sido ampliamente superado 
por el desarrollo de los procesos enzimâticos.
Para la obtenciôn de protoplastos normalmente se 
utiliza una mezcla de pectinasas y celulasas, ya que no so 
lamente es necesario macerar el tejido sino que es necesa- 
rio liberar al protoplasto de la pared celular (Power y 
Cocking, 1970).
Nosotros utilizamos en nuestro estudio un extrac 
to enzimâtico del hongo Alternaria alternata , precipitado 
con âcido tânico, que posee ambos tipos de actividades.
Los protoplastos deben ser protejidos osmôtica- 
mente durante el proceso de ataque a la pared y posterior 
liberaciôn.
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La fuente de protoplastos ha sido tubérculo de 
patata (Solanum tuberosum), rizoma de zanahoria (Daucus ca- 
rota) y fruto de tomate (Lycopersicum sculentum). Se prepa- 
ran cuadrados de tejidos que se someten a la acciôn enzimâ­
tica con estabilizadores osmôticos.
Los estabilizadores osmôticos utilizados fueron 
manltol, sorbitol,
La concentraciôn enzimâtica varia segûn la natu­
raleza del tejido.
Las condiciones para la obtenciôn de protoplastos 
fue de 2 5 2c y una agitaciôn de 120 rpm, en un agitador incu 




111.1.- PARAMETROS ESTUDIADOS EN LAS MUESTRAS.
Los parametros estudiados en las muestras, tomadas 
de los cultivos de 12 hongos con el fin de seleccionar aquel 
que presentase unas actividades pécticas mas altas, fueron 
los siguientes;
- Medida del pH en el liquido de cultivo.






111.2.- RESULTADOS OBTENIDOS EN Mucor rouxii.
El peso mâximo de este hongo se observé alrededor 
del dia sexto de incubaciôn y el grado de autolisis fue del 
58%.
El pH del medio desciende durante la fase de creci- 
miento, para producirse un ligero incremento que coincide 
con el comienzo de la fase de autolisis, todo el proceso de- 
gradativo se desarrolla a unos valores de pH âcido.
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Las sustancias reductoras descienden llegando a desa 
parecer totalmente durante la fase de degradacion. Las pro- 
teinas, por el contrario, aumentan en la fase autolitica man 
teniendose en niveles constantes a lo largo del proceso.
Las actividades enzimaticas determinadas en este pr^ 
mer estudio comparative, poligalacturonasa y polimetilgalac- 
turonasa, fueron altas en los dias en que el hongo aumenta de 
peso y descendieron en la fase de autolisis hasta su total i- 
nactivacion.
En Mucor rouxii se observaron los valores de activi­
dades mas altos tanto frente a pectina como frente al acido 
poligalacturonico.
Los resultados se encuentran representados en la ta­
bla I.
III.3.- RESULTADOS QBTENIDOS EN Rhizopus stolonifer.
En cultive estacionario este hongo alcanzo el crec^ 
miento maxime el dia 6 de incubacion. La masa miceliar en es 
tas condiciones de cultive, es inferior a la del reste de los 
hongos; el grade de autolisis es también pequeno, no superan 
do nunca el 36%.
El pH desciende durante la fase de crecimiento, ex- 
perimentando una ligera subida con el inicio de la fase de
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autolisis, manteniéndose después a un pH âcido constante.
Las sustancias reductoras en el liquide de cultivo 
no llegan a desaparecer totalmente, manteniéndose sierapre 
niveles bajos. Las proteinas en el liquide de cultivo au­
mentan en la fase de autolisis.
Las actividades enzimaticas frente a pectina y al 
âcido galacturônico variaron mucho de una muestra a otra sin 
poder concluir que haya una relaciôn con la fase de autoli­
sis.
Los resultados estân representados em la tablall-
III.4.- RESULTADOS OBTENIDOS EN Rhizopus arrhizus.
El crecimiento maxime de este hongo fue alcanzado 
alrededor del cuarto dia de incubaciôn, llegando a un peso 
maxime inferior al de otros hongos estudiados, el grade de 
autolisis fue del 45%.
Toda la fase de autolisis se desarrolla a un pH âci 
do, el pH inicial del medio es 5,5 y desciende a los dos 
dias de incubaciôn manteniéndose constante durante el reste 
del proceso.
Las sustancias reductoras, lo mismo que ocurre con 
R.stolonifer, no llegan a desaparecer totalmente del medio.
En cuanto a las proteinas, durante la fase de cre-
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cimiento descienden alcanzando los valores mas bajos el dia 
que comienza la autolisis, iniciando un leve aumento durante 
el proceso degradativo.
Las actividades poligalacturonasa y polimetilgalac- 
turonasa, igual que ocurria con R.stolonifer , son muy va­
riables de una muestra a otra, siendo mayor la actividad fren 
te al âcido poligalacturonico que frente a la pectina.
Podriamos deducir que ambos hongos R.stolonifer y 
R.arrhizus se comportan de un modo similar en estas condicio 
nés de cultivo.
Los resultados se encuentran representados en la ta­
bla III.
III.5.- RESULTADOS OBTENIDOS EN Cunninghamella elegans.
Este hongo alcanzo el crecimiento mâximo a los 3 dias 
de incubaciôn, la masa miceliar fue abundante y el grado de 
autolisis alcanzado fue del 55%.
Toda la fase autolitica se desarrolla a pH âcido,des 
pues de un descenso inicial se mantiene constante.
Las sustancias reductoras y las proteinas se mantie- 
nen en niveles constantes durante la fase de autolisis.
Los valores obtenidos para las actividades poligalac 
turonasa y polimetilgalacturonasa fuerom muy dispares de una 
muestra a otra.
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Los resultados estân representados en la tabla IV.
III.6.- RESULTADOS OBTENIDOS EN Cunninghamella echinulata.
El peso mâximo se alcanzo a los 4 dias de incubaciôn, 
siendo el crecimiento abundante en estas condiciones. El gra 
do de autolisis alcanzado por este hongo fue del 49%.
Las sustancias reductoras no desaparecen totalmente 
del medio y las proteinas van aumentando en el transcurso de 
la fase autolitica.
La actividad poligalacturonasa aumenta durante los 
primeros dias de pérdida de peso seco, descendiendo râpida- 
mente hasta su total inactivaciôn. Los valores mâs altos de 
actividad polimetilgalacturonasa se detectaron en plena au­
tolisis, descendiendo ligeramente al final del proceso.
Los resultados se encuentran representados en la ta­
bla V.
Los hongos estudiados que pertenecen a la clase Zy­
gomycetes presentan un comportamiento similar en cuanto al 
pH de la fase autolitica que es âcido, mientras que los per 
tenecientes a la clase Deuteromycetes presentan un pH en la 
fase degradativa ligeramente alcalino.
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111.7.- RESULTADOS OBTENIDOS EN Trichoderma viride.
El peso mâximo fue obtenido a los 5 dias de incuba­
ciôn, el grado de autolisis alcanzado por este hongo fue del 
70%, encontrândose el micelio, al final del proceso , mâs de 
teriorado que en el resto de los hongos estudiados.
El pH inicial del medio desciende durante la fase de 
crecimiento hasta valores de 3, que coincide con el dia de 
peso mâximo, estos valores aumentan posteriormente, transcu- 
rriendo la autolisis a un pH neutro.
Las proteina aumentan considerablemente en el comien 
zo de la autolisis, valores que descienden a los pocos dias 
de haberse iniciado esta fase.
Las actividades enzimâticas determinadas fueron bajas 
en todo el proceso, siendo mayores frente al âcido poligalac 
turônico que frente a la pectina.
Los resultados se encuentran representados en la ta­
bla VI.
111.8.- RESULTADOS OBTENIDOS EN Fusarium oxysporum.
El crecimiento de este hongo, en estas condiciones, 
ha sido lento, alcanzando el peso mâximo el dia 7 de incuba 
ciôn. El grado de autolisis fue bastante elevado, llegando 
a valores del 70%.
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El pH inicial del medio de 5,5, desciende en la fase de 
crecimiento hasta 4,6,para sufrir posteriormente un brusco au 
mento que coincide con el comienzo de la autolisis, desarro- 
llandose esta a un pH ligeramente alcalino.
Las sustancias reductoras se mantienerconstantes igual 
que los valores de proteinas.
Las actividades enzimaticas frente a pectina y al ac^ 
do poligalacturonico fueron muy bajas en ambos casos, siendo 
muchos dias nulas.
Los resultados estân representados en la tabla VII.
III.9.- RESULTADOS OBTENIDOS EN Fusarium culmorum.
Este hongo alcanzo el peso mâximo el dia 7 de incuba
ciôn, el crecimiento del micelio fue abundante y el grado de
autolisis no superior al 59%.
Lo mismo que ocurre en F.oxysporum la fase autoliti
ca se desarrolla a un pH ligeramente alcalino.
Las actividades enzimâticas poligalacturonasa y poli^  
metilgalacturonasa fueron muy bajas. En las dos especies de 
Fusarium se encontraron las actividades mâs bajas frente a 
estos dos sustratos y en estas condiciones.
Los resultados se encuentran en la tabla VIII.
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111.10.- RESULTADOS OBTENIDOS EN Cladosporium herbarum.
El crecimiento mâximo se alcanzo a los 7 dias de 
incubacion, la masa miceliar fue abundante y el grado de au 
tolisis alcanzado fue del 55%.
Durante los primeros dias, fase de crecimiento, el 
pH inicial sufrio un descenso para posteriormente subir y 
mantenerse durante la fase degradativa a un pH ligeramente
alcalino.
Las sustancias reductoras disminuyen y sufren un 
ligero incremento al final del proceso.
La actividad poligalacturonasa fue prâcticamente 
nula en todas las determinaciones, sin embargo, si presen- 
taba actividad frente a la pectina, la cual aparece en ple­
na autolisis.
Los resultados se encuentran representados en la ta
bla IX.
111.11.- RESULTADOS OBTENIDOS EN Cladosporium cucumerinum.
El peso mâximo en este hongo fue alcanzado a los 3 
dias de incubacion, siendo el crecimiento abundante y el gra 
do de autolisis alcanzado del 49 %.
El pH del medio es ligeramente alcalino en todo el 
proceso degradativo.
La actividad frente al âcido poligalacturonico fue
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nula en todas las determinaciones, sin embargo hay actividad 
frente a la pectina que aparece al final del proceso de de­
gradacion .
Los resultados se encuentran representados en la ta­
bla X.
III.12.- RESULTADOS OBTENIDOS EN Helminthosporium halodes.
En estas condiciones de cultivo este hongo alcanzo 
el peso mâximo a los 7 dias de incubacion y el grado de au­
tolisis fue del 50%.
El pH inicial del medio desciende hasta valores de 
3 para subir en la fase autolitica, alcanzândose en las ul­
timas muestras valores de pH ligeramente alcalines.
Las sustancias reductoras descienden justo con el 
comienzo de la autolisis.
Los valores de proteinas aumentan durante la fase 
de degradacion.
Las actividades enzimâticas fueron bajas frente a 
los dos sustratos, siendo mayor frente a la pectina que fren 
te al âcido poligalacturonico.
Los resultados se encuentran representados en la ta
bla XI.
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III.13.- RESULTADOS OBTENIDOS EN Alternaria alternata.
El micelio de este hongo, en las condiciones des- 
critas alcanzo el peso mâximo el dia 5 de incubaciôn.
Durante los dias de crecimiento el pH inicial de 
5,5 sufre un descenso, produciendose posteriormente un in­
cremento que coincide con el comienzo de la fase autolitica, 
llevândose a cabo todo el proceso a un pH de 6,7, autolisis 
neutra.
El grado de autolisis alcanzado fue del 43%.
Se observô un descenso de las sustancias reducto­
ras hasta la total desapariciôn. El nivel de proteinas que 
desciende en la fase de crecimiento, se mantiene constante 
en la fase autolitica.
Las actividades enzimâticas poligalacturonasa y po 
limetilgalacturonasa fueron encontradas en todas las mues­
tras tomadas, observândose un incremento de las actividades 
al principle del proceso degradativo. La actividad enzimâti 
ca frente a la pectina fue mayor que frente al âcido poliga- 
lacturônico.
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111.14.- ELECCION DEL HONGO Alternaria alternata.
A partir de los resultados anteriormente expuestos 
y representados eft las tablas I - XII, hemos elegido en nues 
tro estudio al hongo Alternaria alternata, por ser aquél que 
presentaba unas actividades poligalacturonasa y polimetilga­
lacturonasa mas altas en relaciôn con la fase de autolisis.
111.15.- INDUCCION DE ENZIMAS PECTICAS EN LA AUTOLISIS DE
Alternaria alternata.
Con objeto de pbtener un rendimiento mayor en las ac 
tividades enzimaticas que degradan sustancias pecticas, segui 
mos el procedimiento clasico de inducirlas ahadiendo pectina 
al medio.
El medio de cultivo utilizado fue Czapeck-Dox, su- 
plementado con extracto de levadura, descrito en el apartado 
"Materiales y Métodos", en el cual la fuente de carbono fue 
parcial o totalmente sustituida por pectina, en concentracio 
nes que fueron desde 0,25 hasta un 1% de pectina, con el pro 
pôsito de observar que concentraciôn era la mâs adecuada pa­
ra la inducciôn de estas actividades.
Los medios obtenidos fueron denominados: medioiI, 
medio II, medio III, medio IV, en los que la proporciôn de 
pectina es de 0,25, 0,50, 0,75, y 1% respectivamente.
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III.16.- PARAMETRQS ESTUDIADOS EN LAS MUESTRAS PE Alternaria 
alternata EN CULTIVOS CON PECTINA EN EL MEDIO.
Se prepararon 4 medios con proporciones de pectina 
distintas y en ellos se determinaron los siguientes parame- 
tros :
- pH del medio.








Actividad endo, frente a poligalacturonato
sodico.
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Las tablas anteriores ponen de manifiesto las varia 
clones de les paramètres estudiados en cuatro medics de culti 
vo con concentraciones de pectina diferentes.
dos :
Haciendo una media de las actividades a lo largo de
el proceso autolitico obtenemos los siguientes résulta
ACTIVIDAD MEDIO DE CULTIVO
ENZIMATIÇA I II III IV
Poligalacturonasa 728 760 707 554 mU/mg
Polimetilgalactur. 478 458 371 380 mU/mg
Pectatoliasa 7 8 9 10 mU/mg
Pectinliasa 12 14 16 13 mU/mg
Endo (pectina) 405 416 534 506 U/mg
Endo (ac. polig.) 148 194 170 186 U/mg
Hemos elegido el medio II como el mas adecuado para 
la obtencion y posterior estudio del complejo enzimatico de 
A . alternata.
El complejo enzimatico se obtuvo per precipitacion 
con acido tanico. En la tabla XVII comparâmes las actividades 
obtenidas en este proceso con las actividades de proteinas pre 
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III.17.- PRESENCIA DE ACTIVIDAD HIDROLITICA Y ACTIVIDAD LIA-
SICA EN EL COMPLEJO ENZIMATICO.
Hemos investigado con acido tiobarbitûri- 
co los productos de la reaccion entre el complejo enzimatico 
y los sustratos, con el fin de determinar si estaba implicada 
una poligalacturonasa o una pectatoliasa, o bien una polime- 
tilgalacturonasa o una pectinliasa cuando actuaban sobre po- 
ligalacturonato sodico o pectina respectivamente.
El tiempo de incubacion fue de très boras a 37 c^.
Cuando utilizamos pectina como sustrato obtenemos 
un pico de absorcion a 510 nm., lo que nos indica la presen 
cia de una polimetilgalacturonasa y un pequeno pico entre 
547 y 550 nm. correspondiente a una pectinliasa.
Utilizando como sustrato poligalacturonato sodico 
se observa un comportamiento paralelo pero las actividades 
son menores (fig .7 ) .
El complejo enzimatico de A.alternata présenta por 
lo tanto ambos tipos de actividades. El comportamiento simi 
lar sobre los dos sustratos nos hace pensar en la posible 
presencia de una galacturonasa y una liasa que son activas 


















Fig. 7 Espectro de absorcion en el test del âcido tiobarbi 
tûrico de los productos de la degradaciôn de la pec­
tina y el poligalacturonato sodico por el complejo 
enzimatico de A.alternata.
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III.18.- PRESENCIA DE ACIDO GALACTURONICO EN LAS PAREDES Y
LIQUIDO DE CULTIVO DE A.alternata.
Hemos estudiado la posible presencia de âcido galac- 
turônico en los liquidos de cultivo asî como en el micelio de 
A .alternata en medios de cultivo sin pectina y con pectina co 
mo fuentes de carbono.
La detecciôn del âcido galacturônico se hizo por cro 
matografia en papel de los hidrolizados de paredes y liquide 
metabôlico segûn el método descrito por Warren (1960).
Los resultados obtenidos en cultives autolizados es- 
tân representados en la siguiente tabla:
LIQUIDO METABOLICO PAREDES
sin pectina con pectina sin pectina con pectina
4- 4- 4- 4-4-4- 4- 4-
La presencia de âcido galacturônico en las paredes 
del bongo fue la misma tanto en cultives que llevaban pec­
tina y glucosa en el medio como en los que llevaban solamen 
te glucosa.
Sin embargo el anâlisis cromatogrâfico de los hidro
-133-
lizados del lîquido metabôlico nos revela que la cantidad de 
âcido galacturônico présente en el medio con pectina es el 
doble/pudiendo provenir de la pectina hidrolizada. En el me 
dio sin pectina es interesante resaltar la presencia de âci­
do galacturônico producido por el propio hongo y que podria 
estar relacionado con la inducciôn de enzimas pécticas.
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III.19.- CARACTERISTICAS CINETICAS DE LAS ENZIMAS PECTICAS 
DEL HONGO Alternaria alternata.
Los estudios cineticos se realizaron en los preci- 
pitados proteinicos, parcialmente purificados, de cultives 
autolizados de A.alternata en el medio II.
III.19-1.- POLIGALACTURONASA.
a) PH OPTIMO.
Sustrato: Poligalacturonato sodico a una con- 
centracion final de 1 mg/ml, en tampon citrato-fosfato-bora 
to 50 mM , de diferentes valores de pH.
Tiempo de incubacion 10 minutes a 37^0.
































PH optimo de 3,5 y 5,5 Flstos resultados se 
encuentran representados en la fig.8 .
b) VARIACION PE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA CON LA
CONCENTRACION PE ENZIMA.
Sustrato: Poligalacturonato sodico, a una con 
centracion final de 1 mg/ml en tampon citrato-fosfato-bora- 
to 50 mM y pH 5,5.
Tiempo de incubacion 10 minutes a 37^C.
Los resultados obtenidos fueron:
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Volumen de solucion 























Coeficiente de correlacion 0,99
La recta de regresion es y= 76,83 + 16,23x
Estos resultados se encuentran representados en la fig.9.
c) DETERMINACION PE LA VELOCIDAD MAXIMA (Vmax.)
Y CONSTANTE DE MICHAELIS-MENTEN (Kmj).
Se ha seguido el método de Lineweaver-Burk.
Sustrato: Poligalacturonato sodico, a unas con 
centraciones finales de 100 a 1900 mg/ml, referido a équi­
valentes de âcido galacturônico. Estas concentraciones van 
desde 0,51 a 9,69 mM, en tampôn citrato-fosfato-borato 50 mM 
y pH 5,5.
Tiempo de incubaciôn 15 minutes a 37^C.



















































0,51 1,96 0,30 16,65 60,06
1, 53 0,64 0,73 40,51 24,68
2,55 0,39 1,05 58,27 17,16
3, 57 0,28 1,29 71,59 » 13,96
4, 59 0,22 1,29 71,59 13,96
5,61 0,18 1,44 79,92 12,51
6,63 0,15 1,50 83,25 12,01
7,65 0,13 1,55 86,02 11,61
8,67 0,11 1,58 87,69 11,40
9,69 0,10 1,63 90,46 11,05
Coeficiente de correlacion 1,00.
La recta de regresion es y== 7,81 + 26,52x
x= -0,29 para y=0
Km= 1/0,29 =?3,4 5 mM Vmax. =0,13 U/ml
Estos dates se encuentran representados en la fig.10
III.19-2.- POLIMETILGALACTURONASA.
a) PH OPTIMO.
Sustrato: Pectina de manzana, a una concen- 
tracion final de 1 mg/ml, en tampon citrato-fosfato-bora­





































Tiempo de incubacion 10 minutes a 37^C 


















El pH optimo fue de 5,5. Estos resultados se encuentran re 
presentados en la fig. 11.
b) VARIACION PE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA CON LA 
CONCENTRACION DE ENZIMA.

































traciôn final de 1 mg/ml. en tampôn citrato-fosfato-bora 
to 50 mM y pH 5,5.
Tiempo de incubaciôn 10 minutes a 372C.
L o s  r e s u l t a d o s  o b t e n i d o s  f u e r o n :
V o l u m e n  d e  s o l u c i ô n  











L e c t u r a  











A c t i v .r e l a t  











Coeficiente de correlaciôn 0,98
La recta de regresiôn es y= 239,73 + 7,51x.
Estos dates se encuentran representados en la fig.12
c) DETERMINACION DE LA VELOCIDAD MAXIMA (Vmax)
Y CONSTANTE DE MICHAELIS- MENTEN (Km)
— 1 44—
Se ha seguido el método de Lineweaver-Burk.
Sustrato: Pectina de manzana, a concentra- 
ciones finales de 100 a 1800 mg/1, referido a équivalen­
tes de âcido galacturônico, estas concentraciones van des 
de 0,51 a 9,69 itiM, en tampon citrato-fosfato-borato 50 mM 
y pH 5,5.
Tiempo de incubaciôn 15 minutes a 
Los resultados obtenidos fueron:
Concentraciôn 1/S Lectura Actividad
-1




0,51 1,96 0,32 17,76 56,30
1, 53 0,64 0,65 36,07 27,72
2,55 0,39 1,02 56,61 17,66
3, 57 0,28 1,05 58,27 17,16
4,59 0,22 1,12 62,50 16,00
5,61 0,18 1,21 67,15 14,89
6,63 0,15 1,15 63,82 15,66
7, 65 0,13 1,26 69,93 14,30
8,67 0,11 1,40 77,70 12,87













































Km= 1/0,46 = 2,17 mM Vmax. =0,09 U/ml.
Estos resultados se encuentran representados en la fig.13.
III.19-3.- PECTATOLIASA.
a) PH OPTIMO.
Sustrato: Poligalacturonato sodico, a una con­
centraciôn final de 1 mg/ml. en tampon citrato-fosfato-bora­
to 50 mM de diferentes valores de pH.
Tiempo de incubaciôn 3 horas a 37-C.
































































* Unidades de absorcion que corresponden al incremento en­
tre la lectura inicial y la lectura final.
El pH optimo fue de 5,5. Estos resultados se 
encuentran representados en la fig. 14.
b) VARIACION PE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA CON LA
CONCENTRACION DE ENZIMA.
Sustrato: Poligalacturonato sodico, a una con 
centracion final de 1 mg/ml en tampon citrato-fosfato-bora­
to 50 mM y pH 5,5.
Tiempo de incubaciôn 3 horas a 37^0.
Los resultados obtenidos fueron:
Volumen de solucion 
















































* Unidades de absorcion que corresponden al incremento en­
tre la lectura inicial y la lectura final.
Coeficiente de correlaciôn 0,96.
La recta de regresiôn es y= 28,34 + 0,86x.
Estos datos se encuentran representados en la fig.15.
c) DETERMINACION DE LA VELOCIDAD MAXIMA (Vmax.)
Y CONSTANTE DE MICHAELIS-MENTEN (Km.).
Se ha seguido el método de Lineweaver-Burk.
Sustrato: Poligalacturonato sôdico, a unas con 
centraciones finales de 100 a 1800 mg/1, referido a équiva­
lentes de âcido galacturônico, estas concentraciones van des 
de 0,51 a 9,69 mM, en tampôn citrato-fosfato-borato 50 mM y 
pH 5,5.
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Los resultados obtenidos fueron:
Concentraciôn 1/S
-1







0,51 1,96 0,07 15,2 65,78
1,53 0,64 0,12 26,0 38,46
2,55 0,39 0,16 34,7 28,81
3,57 0,28 0,27 58,6 17,06
4,59 0,22 0,34 73,9 13,53
5,61 0,18 0,39 84,7 11,80
6,63 0,15 0,48 100,4 9,96
7,65 0,13 0,53 115,2 8,68
8,67 0,11 0,61 132,6 7,54
9,69 0,10 0,48 100,4 9,96
* Unidades de absorcion que corresponden al incremento en 
tre la lectura inicial y la lectura final.
Coeficiente de correlaciôn 0,92
la recta de regresiôn es y= 8,06 + 3,48x.
x= -0,27 para y=0 Km= I/o,2 7 = 3,70 mM Vmax.=0,12
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Sustrato: Pectina de manzana, a una concentra 
ciôn final de 1 mg/ml, en tampôn citrato-fosfato-borato 50 
mM y de diferentes valores de pH.
Tiempo de incubaciôn 3 horas a 37^C.
















* Unidades de absorciôn que corresponden al incremento en­
tre la lectura inicial y la lectura final.
El pH ôptimo para esta enzima esta compren- 
dido entre los valores 4,5 y 5,5. Estos resultados se en-
-155-
cuentran representados en la fig. 17.
b) VARIACION DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA CON LA 
CONCENTRACION DE ENZIMA.
Sustrato: Pectina de manzana, a una concen­
traciôn final de Img/ml. en tampôn citrato-fosfato-borato 
50 mM y pH 5,5.
Tiempo de incubaciôn 3 horas a 37^c.
Los resultados obtenidos fueron:
















* Unidades de absorciôn que 


































La recta de regresiôn as y= 33,25 + l,17x.
Estos datos se encuentran representados en la fig.18
c) DETERMINACION PE LA VELOCIDAD MAXIMA (Vmax.)
Y CONSTANTE DE MICHAELIS-MENTEN (Km.).
Se ha seguido el método de Lineweaver-Burk.
Sustrato: Pectina de manzana, a unas concen­
traciones finales de 100 a 1900 mg/1., referido a équiva­
lentes de âcido galacturônico, estas concentraciones van des 
de 0,51 a 9,69 mM , en tampôn citrato-fosfato-borato 50 mM 
y pH 5,5.
Tiempo de incubaciôn 3 horas a 37 2C.
Los resultados obtenidos fueron:
itraciôn 1/S Lectura* Actividad (1/V).10^
5trato (mM) mM-^ (U.A.) mU/ml 1/mU/ml.10^
0, 51 1,96 0, 07 15,2 65,78
1,53 0,64 0,17 36,9 27,10
2,55 0,39 0,28 60,8 16,45
3,57 0,28 0,39 84,7 11,83
4,59 0,22 0,50 108,6 9,21
5,61 0,18 0,63 136,9 7,30
6,63 0,15 0,75 163,0 6,13
7,65 0,13 0,82 178,2 5,62
8,67 0,11 0,90 195,6 5,11
























































* Lectura que corresponde al incremento entre la lectura 
inicial y la lectura final.
Coeficiente de correlaciôn 0,99.
La recta de regresiôn es y= 2,18 + 33,08x.
x= -0,07 para y=0
Km= 1/0,07 = 14,2 mM Vmax.= 0,46 U/ml.
Estos resultados se encuentran representados en la fig.l9.
III.19-5.- ACTIVIDAD ENDO TRENTE AL ACIDO POLIGALACTURONICO.
a) PH OPTIMO.
Sustrato: Poligalacturonato sôdico, a una con 
centraciôn final de 1 mg/ml. en tampôn citrato-fosfato-bora 
to 50 mM y de diferentes valores de pH.
Tiempo de incubaciôn 3 horas a 372C.































































El pH optimo fue de 5. Estos resultados se 
encuentran representados en la fig.20 •
b) VARIACION DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA CON LA
CONCENTRACION DE ENZIMA.
Sustrato: Poligalacturonato sodico, a una con 
centracion final de 1 mg/ml. en tampon citrato-fosfato-bora 
to 50mM y pH 5,5.
Tiempo de incubaciôn 3 horas a 37^C.
Los resultados obtenidos fueron:
Volumen de soluciôn 




























































Volumen de solucion 


























Coeficiente de correlaciôn 0,92
La recta de regresiôn es y= -0,01 + 0,07x.
Estos resultados se encuentran representados en la fig. 21
c) DETERMINACION DE LA VELOCIDAD MAXIMA(Vmax.)
Y CONSTANTE DE MICHAELIS-MENTEN (Km.).
Se ha seguido el método de Lineweaver-Burk.
Sustrato: Poligalacturonato sôdico, a concen 
traciones finales de 100 a 1900 mg/1., referido a équiva­
lentes de âcido galacturônico, estas concentraciones van 
desde 0,51 a 9,69 mM, en tampôn citrato-fosfato-borato 50 
mM y pH5,5.
Tiempo de incubaciôn 3 horas a 3 7^ c.



























































0,51 1,96 24" 11,88 84,17
1,53 0,64 30" 14,85 67,84
2,55 0,39 34" 16,80 59,52
3,57 0,28 37" 18,31 54, 61
4,59 0,22 38" 18,81 53,16
5,61 0,18 40" 19,80 50,50
6, 63 0.15 38" 18,28 54,70
7,65 0,13 42" 19,44 51,44
8,67 0,11 40" 19,80 50,50
9, 69 0,10 42" 19,44 51,44
Coeficiente de correlaciôn 0,94.
La recta de regresiôn es y= 50,19 + 18,27x
x= -2,77 para y=0.
Km= 1/2, 7 7 = 0 , 3 6JïiM Vmax.= 20 U/ml.
Estos datos se encuentran representados en la fig.22 .
111.19 -6.- ACTIVIDAD ENDO FRENTE A LA PECTINA.
a) PH OPTIMO.
Sustrato: Pectina de manzana, a una concen­
traciôn final de 1 mg/ml. en tampôn citrato-fosfato-borato 
































Tiempo de incubaciôn 3 horas a 37ec 
















El pH ôptimo fue de 6. Estos resultados se en-
cuentran representados en la fig .23 .
b) VARIACION DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA CON LA
CONCENTRACION DE ENZIMA.
Sustrato: Pectina de manzana, a una concentra-



































Tiempo de incubacion 3 horas a 31^C 
Los resultados obtenidos fueron:
Volumen de solucion















Coeficiente de correlacion 0,94.
La recta de regresion es y= 0,04 + 0,11%.
Estos resultados se encuentran representados en la fig.2 4
c) DETERMINACION DE LA VELOCIDAD MAXIMA (Vmax.]
Y CONSTANTE DE MICHAELIS-MENTEN (Km.).
Se ha seguido el metodo de Lineweaver-Burk. 
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nes finales de 100 a 1900 mg/1. , referido a équivalentes de 
âcido galacturônico, estas concentraciones van desde 0,51 a 
9,69 mM, en tampon citrato-fosfato-borato 50 mM y pH 5,5.
Tiempo de incubacion 3 horas a 372C.











0,51 1,96 2" 1,17 854,7
1,53 0,64 4" 2,28 438,5
2,55 0,39 6" 3,43 291,5
3,57 0,28 6" 3,35 298,5
4,59 0,22 8" 4,52 210,8
5,61 0,18 8" 4,44 221,2
6,63 0,15 10" 5,58 179,2
7,65 0,13 11" 6,07 164,7
8,67 0,11 12" 6,55 152,6
9,69 0,10 16" 8,74 114,4
Coef iciente de correlacion 0,97
La recta de regresion es y= 134,66 + 379,68x.
x= -0,35 para y=0.
Km= 1/0,35 = 2,85 mM Vmax.= 7,4 U/ml.































III.2 0.- PROPIEDADES FISICAS DEL COMPLEJO ENZIMATICO DEL 
HONGO Alternaria alternata.
Se ha estudiado el peso molecular de las enzimas 
pecticas intégrantes del complejo enzimatico de A.alternata, 
su punto isoelectrico y su movilidad en geles de poliacrila-
mida.
III.20-1.- FILTRACION EN SEPHADEX G-200.
El complejo enzimatico de A.alternata fue obtenido 
a los 27 dias de incubacion por precipitacion con acido tan^ 
CO y sometido a una filtracion en gel sephadex G-200.
En las fracciones recogidas fueron valoradas las ac 
tividades enzimaticas relativas a las sustancias pecticas, de 
terminâmes poligalacturonasa y polimetilgalacturonasa por la 
liberacion de azûcares reductores, pectinliasa y pectatoliasa 
por el incremento en la absorcion a 235nm. y las actividades 
endo sobre pectina y sobre poligalacturonato sodico valorando 
la disminuciôn de la viscosidad.
En todas las fracciones determinamos proteinas por 
el metodo de Lowry (1951).
Représentâmes graficamente los resultados de un ex­
périmente de los très realizados en las fig.26,27 y 28.
Las médias de los très expérimentes nos llevô a es- 
timar los pesos moleculares de las proteinas con actividad
-174-
péctica que integran este complejo (fig.29) en los siguien- 
tes valores:
PG 72500 + 5000
PMG 33800 + 5000
PAL 87000 + 5000
PL 55000 + 5000
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Fig. 29.- Pesos moleculares.
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III.20-2.- DETERMINACION DEL PUNTO ISOELECTRICO.
El complejo enzimatico de A.alternata a los 27 dias 
de incubacion, obtenido por precipitacion con âcido tânico, 
fue sometido a una columna de electroenfoque para separar las 
proteinas segûn sus puntos isoeléctricos.
Las muestras recogidas fueron dializadas durante 60 
horas frente a agua destilada y en ellas determinamos los valo 
res de pH y las actividades pécticas.
Los resultados se encuentran representados en las 
siguientes figuras.
Los puntos isoelétricos obtenidos para las protei­









Para las enzimas PG,PMG,PAL, y PL la actividad ma 
yor es la que corresponde a los PI comprendidos entre 5 y 7. 
Mientras que para las actividades endo la actividad mas alta 
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III.20-3.- ELECTROFORESIS EN GELES DE POLIÆRILAMIDA.
El complejo enzimatico de A.alternata a los 27 dias 
de incubacion, precipitado con âcido tânico, fue sometido a 
electroforesis en geles de poliacrilamida-pectina y tenidos 
después de un période de incubacion, para detectar la presen 
cia de actividades pécticas segûn el método descrito por Cruic 
kshank (1980).
Se prepararon geles de poliacrilamida al 7%.Pectina 
de manzana a una concentraciôn de 1 mg/ml., fue disuelta en 
el gel por agitaciôn antes de anadir el persulfato amônico, el 
aire se élimina mediante vacio durante un tiempo de 30 segun 
dos a 1 minuto.
El tampon del gel de separaciôn fue Tris-CIH de pH 
8,9. La muestras de proteinas se disuelven en tampon Tris-CIH 
de pH 6,7 y se aplican de 50 a 100 ^g. por gel para ver la ac 
tividad enzimâtica, para ver proteinas totales se aplican 300 
yug. por gel.
La electroforesis se lleva a cabo a 2^C cuando se 
trata de ver las actividades. La intensidad de la corriente 
es constante, durante los primeros 20 minutos se hace pasar 
1 mA. por gel y después 2 mA. por gel.
La duraciôn media de la electroforesis para estos 
extractos enzimâticos es de 4 horas aproximadamente.
”" 1 8 4 " “
Incubacion:
Cada gel es incubado a 372C en âcido raâlico 0,1 M,
el cual produce en el gel un cambio graduai de pH en 90 minu
tos.
Para demostrar la presencia de actividad liasa los 
geles se incubaron en âcido mâlico anadiendo cloruro câlcico
0,002 M. El tiempo optimo de incubacion fue entre 30 y 60 m^
nutos,observândose peores resultados con tiempos mayores.
Tinciôn para actividades pécticas:
Después del période de incubacion, los geles se la- 
van varias veces con agua destilada y se ponen en rojo de ru- 
tenio al 0,02 % durante un mâximo de 2 horas, la decoloraciôn 
se realiza en un baho con agua destilada durante 24 horas.
La actividad poligalacturonasa se pone de manifies- 
to por la presencia de zonas no tehidas, ya que el rojo de ru 
tenio se une a la pectina en aquellas zonas que no ha sido di 
gerIda.
La actividad liasa se observa comparando los geles 
que han sido incubados en presencia de cloruro câlcico con 
aquellos que solamente se han incubado en âcido mâlico, pues 
to que esta actividad es inhibida en presencia de iones Ca.
Tinciôn no especifica para proteinas:
Después de realizada la electroforesis los geles se 
tiheron con Coomasie R-250 en soluciôn al 0,025% durante un 
tiempo de 10 horas.
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La decoloraciôn se realiza en un bano agitado con 
una soluciôn de metanol, âcido acético y agua (6/2/14, v/v/v) 
esta soluciôn se cambia varias veces durante 48 horas.
En las fig.33 y 34 comparamos la separaciôn de las pro­
teinas del complejo enzimatico de A.alternata en un gel de 
poliacrilamida al 7% con otro que lleva pectina a una concen 
traciôn de 1 mg/ml., con el fin de observar si la pectina in 
troduce alguna modificaciôn fundamental en cuanto a la movili 
dad de las proteinas, observando que la pectina produce una 
ligera disminuciôn en la resoluciôn de las proteinas.
El proteinograma nos révéla una banda mayoritaria 
en el comienzo, y otras pequehas bandas a lo largo del gel.
Cuando los geles han sido revelados con rojo de ru 
tenio para poner de manifiesto la actividad enzimâtica, se ob 
serva a los 15 minutos de incubaciôn, siendo el tiempo ôptimo 
en estas condiciones de 30 minutos, tiempos mayores de incuba 
ciôn nos dan peores resultados llegando incluso a la décolora 
ciôn total del gel.
Parte de la actividad que observâmes en los geles 
de poliacrilamida-pectina es inhibida cuando los geles son 
incubados en presencia de Ca, esta actividad corresponde a 
una liasa (Albersheim 1961).
Fig. 33.- DENSITOMETRIA Y FOTOGRAFIA DEL COMPLEJO ENZIMATI 
CO DE Alternaria alternata EN GEL DE POLIACRILA 
MIDA AL 7%.

Fig. 34.- DENSITOMETRIA Y FOTOGRAFIA DEL COMPLEJO ENZIMATI 
CO DE Alternaria alternata EN GEL DE POLIACRILAMI 
DA AL 7% CON PECTINA.
m
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Fig. 35.- ZYMOGRAMA DEL COMPLEJO ENZIMATICO DE Alternaria 
alternata, incubando el gel en âcido mâlico (1), 
incubando el gel en âcido mâlico y cloruro câl­
cico ( 2 ) .
A- 30 minutos de incubaciôn.
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III.21.- PRODUCTOS DE REACCION DEL COMPLEJO ENZIMATICO SOBRE
LOS SUSTRATOS.
Los productos de la reaccion enzimâtica sobre los 
dos sustratos fueron analizados sometiéndolos a filtracion 
en una columna de Bio-Gel '9^ , con objeto de separar los mo- 
nomeros, dimeros y trimeros etc.
Sobre la pectina y como azûcares reductores se de­
tecta un ûnico pico de actividad entre las fracciones 20-24, 
esta actividad en cromatografia de papel corresponde al âci­
do galacturônico.
En la hidrôlisis enzimâtica del poligalacturonato 
sôdico detectamos très mâximos de actividad que correspon- 
den a las fracciones siguientes;
- 19-21, actividad que no es detectada en cromato­
graf la de papel.
- 27-29 corresponderian al âcido galacturônico y a 
la arabinosa.
- 35-37 al âcido galacturônico.
El tiempo de incubaciôn fue de très horas a 2 1 pa 
ra ambos sustratos. Estos resultados estân representados en 
la fig. 36.
Fig. 36.- PRODUCTOS DE LA REACCION DEL COMPLEJO 
ENZIMATICO DE Alternaria alternata.
A- sobre pectina.
B- sobre âcido poligalacturônico.
PATRlWrS HIDfffLISIS ISIS
&NZIMATICA PATRONCS HIORCl ISIS 
Ac.galactu.



















II 1.2 2.-- MACERACION DE TEJIDOS.
La maceraciôn de tejidos se realize en zanahoria, pa 
tata y tomate. Los experimentos fueron realizados en très me 
dios :
a) soluciôn tampon citrato-fosfato-borato 50 mM y 
pH 5,5.
b) soluciôn tampon de Mcllvaine 0,1 M y pH 5,5.
c) agua destilada.
Las condiciones ôptimas de incubaciôn, después de 
realizar varies ensayos fueron de 160 rpm. y de 402C, una 
agitaciôn mas lenta influia negativamente en el volumen de 
de células liberadas de les tejidos.
El tiempo de incubaciôn influia directamente sobre 
las sustancias reductoras, el acide galacturônico y el velu 
men de células liberadas. Para nuestros experimentos hemos 
elegido un tiempo de incubaciôn de 5 horas.
La presencia de 1 mg. de albûmina bovina por matraz 
produce una pequena estimulaciôn en la actividad enzimâtica 
reflejada por un incremento en las sustancias reductoras y 
en el acide galacturônico.
El pH de las soluciones tampôn fue de 5,5, por ser 
este el pH ôptimo de algunas actividades enzimâticas del _ 
complejo de Alternaria alternata.
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En las siguientes figuras comparâmes el volumen 
de células sedimentadas en soluciôn tampôn de Mcllvaine con 
las sedimentadas en agua, por ser en este tampôn donde el 
numéro de células liberadas era mayor.
Ninguna célula de tejido de patata y zanahoria 
se sépara en les contrôles, sin presencia de enzimas.
En tomate, tanto en el blanco del tampôn como en 
el blanco del agua, se produce liberaciôn de células, que 
podria explicarse por la consistencia del tejido.
-197-
Los resultados obtenidos respecte a las sustancias reducto­
ras, acido galacturônico y conductividad estan representados 
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blanco 4,57 2127,1 7,22
Fig.37.- CELULAS LIBERADAS EN TEJIDO DE PATATA(A), TOMATE(B) 
Y ZANAHORIA(C).
1- Células sedimentadas en tampôn de Mcllvaine con 
soluciôn de enzimas.
2- Control en tampôn de Mcllvaine.
3- Células sedimentadas en agua con soluciôn de en 
zimas.
4- Control en agua.
B
Fig. 38.- EXAMEN AL MICROSCOPIC DE CONTRASTE DE FASES 
DE CELULAS LIBERADAS DE TEJIDO DE PATATA(A), 
TOMATE (B) Y ZANAHORIA (C).
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III.23 .- OBTENCIQN DE PROTOPLASTOS.
El complejo enzimâtico de Alternaria alternata 
es capaz de liberar células y digerir la pared celular ob- 
teniendo protoplastos de tejidos vegetales, patata, toma­
te y zanahoria, cuando las condiciones son adecuadas.
Los estabilizadores osmôticos mas apropiados en 
nuestro caso hai sido manitol y sorbitol 0,4 y 0,8 M.
La cantidad de enzimas necesarios para la obten- 
ciôn de protoplastos varia segûn el tejido utilizado como 
fuente de protoplastos, asi concentraciones de 0,8 mg/ml 
de complejo enzimâtico de A.alternata son suficientes para 
obtener protoplastos de tomate, mientras que se necesita- 
ron concentraciones de 1 mg/ml. para la zanahoria y la pa­
tata .
El tiempo de incubaciôn varia igualmente con la 
naturaleza del tejido, siendo suficiente un tiempo de 3 ho­
ras para el tomate, y tiempos de 5 horas para la zanahoria 
y la patata.
Las figuras siguientes ponen de manifiesto los 
resultados obtenidos.
Fig. 39.- FOTOGRAFIA AL MICROSCOPIO DE CONTRASTE DE FASES DE 
PROTOPLASTOS DE PATATA. El tejido ha sido tratado 
con el complejo enzimâtico de A.alternata.
, |S *  ■ r 0
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Fig. 40.- FOTOGRAFIA AL MICROSCOPIO DE CONTRASTE DE FASES DE 
PROTOPLASTOS DE ZANAHORIA. El tejido ha sido trata­
do con el complejo enzimâtico de A.alternata.

Fig. 41.- FOTOGRAFIA AL MICROSCOPIO DE CONTRASTE DE FASES 
DE PROTOPLASTOS DE TOMATE. El tejido ha sido tra 
tado con el complejo enzimâtico de A.alternata.
%
Fig. 4 2.- FOTOGRAFIA AL MICROSCOPIO DE CONTRASTE DE FASES DE 
PROTOPLASTOS DE TOMATE. El tejido ha sido tratado 





Los bongos pueden producir enzimas que degradan po- 
lisacaridos tanto inductivamente como constitutivamente (Mu­
llen y Bateman, 1975). La sintesis de una polisacaridasa es 
generalmente inducida por un monomero o dimero del polisaca- 
rido que usa como sustrato; asi el acido galacturônico y 
sus derivados estructurales inducen la sintesis de ciertas en 
zimas pecticas (Phaff, 1947 ; Keen y Horton, 1966), la celo- 
biosa induce la sintesis de celulasas (Mandels y Reese, 1960) 
y la galactosa induce la sintesis de (^-galactosidasas (En­
glish y col.,1971). Pero la sintesis de polisacaridasas es ge­
neralmente controlada por represion catabolica, si la veloci- 
dad del catabolismo excede a la del anabolismo, los cataboli- 
tos que se acumulan intracelularmente reprimen la sintesis de 
enzimas. Esto puede ser aplicado para enzimas inductivas y 
constitutivas (Hulme y Stranks, 1971; Paigen y Willians, 1970)
El criterio de inductividad viene dado generalmente 
por la deteccion de una mayor actividad enzimâtica cuando el 
microorganismo crece en un medio que contiene un polisacârido 
sustrato comparada con la actividad del microorganismo en un 
medio con glucosa (Keen y Erwin, 1971).
Las enzimas constitutivas pueden aparecer con mayor 
rcndimicnto a1 crecer el microorganismo sobre polisacaridos 
sustratos de la enzima, siempre que la velocidad de degrada- 
cion de estos polisacaridos no cause represion catabolica, ya 
que las concentraciones de mono u oligosacaridos requeridas 
para la induccion de la sintesis, son generalmente muy peque
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nas .
Los polisacaridos insolubles de la pared celular 
normalmente no inducen la sintesis de enzimas (Reese, 1975) 
pero ellos pueden, probablemente, producir inductores des­
pués de ser degradados en pequena proporciôn por niveles ba- 
jos de enzimas basales, hecho que pudo comprobar Bull (1972) 
para la induccion de 1,3-p-glucanasa de Streptomyces.
En este proceso las exoenzimas pueden ser mas efec 
tivas que las endoenzimas. Algunas de las llamadas endopecti 
nasas, analizadas por su habilidad para reducir râpidamente 
la viscosidad del sustrato, actûan de las dos maneras, rom- 
piendo las cadenas sin orden y dejando progresivamente resi­
dues de bajo peso molecular como ocurre con las poligalactu- 
ronasas de CoUetotrichum lindemuthianum (English y col.,1972) 
de Botrytis cinerea (Urbanenk y col.,1975) y Sclerotia rolf- 
si i (Bateman, 1972).
Durante el procesc^egradativo o autolisis de hon- 
gos filamenteosos, hay un reciclaje de sustancias, de manera, 
que los metabolites producidos por autolisis sirven para el 
crecimiento de nuevas hifas, pudiendo ver al microscopio en 
un cultive autolizado hifas nuevas entre otras completamente 
autolizadas. Esto hace que el nivel de monosacâridos y oligo 
sacâridos procedentes tanto de la degradaciôn de las paredes 
celulares como de los carbohidratos de réserva sea muy bajo 
y constante en el liquide de cultive, induciendo asi la sin 
tesis de enzimas liticas implicadas en la degradaciôn del
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hongo (Cooper^y Wood, 1975); pudiendo en cierto modo conside 
rar la autolisis como un proceso regulador autocatalitico 
de la sintesis de enzimas liticas.
Los estudios aqui descritos se emprendieron con ob- 
jcLo dc dctcrminar si difcrontes hongos fitopatogenos produ- 
cian durante su proceso degradativo o autolisis, enzimas pec­
ticas capaces de degradar paredes celulares de plantas.
El estudio de la autolisis de estos hongos con espe­
cial referenda a la producciôn de poligalacturonasas (PG y 
PMG) ha puesto de manifiesto una serie de hechos interesantes 
en estos procesos degradativos.
AUTOLISIS DE DIFERENTES HONGOS FITOPATOGENOS.
El dia de peso mâximo o dia cero de autolisis tuvo 
lugar entre los 3 y 7 dias de crecimiento, correspondiendo 
con el agotamiento de la fuente carbonada (Leal y col., 1968) 
Siendo los valores de glucosa residual inferiores a 0,3 mg/ml 
lo que représenta un consumo de la glucosa inicial de un 97% 
o mayor al iniciarse la autolisis. Solamente en el caso del 
hongo Cladosporium cucumerinum el consumo de glucosa fue de 
un 83%, pero este llegô a ser de un 97% en los primeros dias 
de autolisis.
En la mayoria de los hongos transcurre a un pH neu 
tro o ligeramente bâsico. La autolisis de los hongos estudia 
dos que pertenecen a los Mucorales tuvo lugar a pH âcido.
El grado de autolisis o pérdida que expérimenta
-217-
el peso seco del micelio con el tiempo de incubaciôn, esta 
muy relacionada con el pH al cual transcurre este proceso. 
Lahoz y col. (1979) encontraron en Aspergillus niger una re 
laciôn lineal entre pH y grado de autolisis, siendo mayor 
este a medida que aumentaba el pH. Nosotros al estudiar la 
autolisis de diferentes hongos, encontramos que la autoli­
sis natural transcurria a diferentes pHs y no observamos una 
relaciôn lineal entre pH y grado de autolisis. Trichoderma 
viride y Fusarium oxysporum alcanzan grados de autolisis de 
un 70% y estos procesos transcurren a pH ligeramente acido 
(6,2) y ligeramente basico (7,7) respectivamente. En el caso 
de los Mucorales, cuyas autolisis transcurren a p# acido, se 
obtienen grados de autolisis de un 50%. El resto de los hon­
gos estudiados alcanza un grado de autolisis de alrededor del 
50% .
Berh (1930) observô que la autolisis en medio âci 
do es mucho mas lenta y alcanza grados de autolisis muy in­
feriores a los alcanzados en medio alcalino. Ritter (1955) 
obtuvo un grado de autolisis de un 17,6% para Aspergillus 
niger y Lahoz y col. (1967) obtuvieron un grado de autoli­
sis de un 14,6% para A.terreus. Estos resultados parecen opo 
nerse a los encontrados por nosotros para los hongos pertene 
cientes a los Mucorales.
PRODUCCION DE ENZIMAS PECTICAS.
Las enzimas pécticas han sido agrupadas de acuer-
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do a los siguientes criterios (Bateman y Basham, 1976; Rexo 
va-Benkova y Marcovic, 1976):
19 Enzimas capaces de romper enlaces glicosidicos 
en posicion 1,4- o< , hidroliticas o liasicas.
2 9 Especificidad del enzima para un sustrato de- 
terminado, pectina o acido pectico.
39 Begun la posicion en que ocurre la ruptura de 
la cadena pectica, en posicion terminal o al 
azar en cualquier punto de la cadena.
Como enzimas hidroliticas hemos estudiado poliga- 
lacturonasa (PG) y polimetilgalacturonasa (PMG), segûn el 
sustrato sobre el que actûan.
Como enzimas liasicas hemos estudiado pectatolia- 
sa (PAL) y pectinliasa (PL), segûn la especificidad por 
el sustrato.
También se ha estudiado la disminucion de la visco 
sidad, efecto que corresponde a una actividad endo, sobre 
los dos sustratos.
En primer lugar estudiamos las variaciones de las 
actividades PG y PMG durante la autolisis de diferentes 
hongos fitopatogenos.
Todos los hongos estudiados producen en mayor o me- 
nor proporciôn PGy PMG durante el proceso degradativo. Es
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te hecho nos hizo pensar en una sintesis basal de estas enzi 
mas, al crecer los hongos en un medio que contiene glucosa 
como fuente de carbono (Cooper, 1977) y como en la mayoria 
de los casos, su actividad aumenta bastante en el liquido 
de cultivo durante la autolisis, la sintesis de estas enzi- 
mas podria ser autoinducida en el proceso degradativo. Esto 
podria poner de manifiesto alguna relacion entre autolisis y 
patogenicidad, es decir una mayor capacidad patogenica del 
hongo en su fase degradativa.
Los hongos que pertenecen al mismo genero han te- 
nido un comportamiento muy similar en diferentes paramétrés : 
grado de autolisis, pH al cual ocurre la fase degradativa, y 
produccion de enzimas pécticas (PG y PMG).
En cuanto a las actividades pécticas podemos obser 
var como en los dos hongos del genero Cladosporium el compor 
tamiento es bastante similar, encontrandose las actividades 
en cultives muy autolizados, lo mismo podemos senalar en el 
caso de los dos hongos del genero Fusarium, y del genero 
Gunninghame11a . En los dos Rhizopus la actividad PG es bas 
tante similar pero la actividad PMG es mayor en R.arrhizus.
SELECCIÔN DEL MICROORGANISMO.
Entre los hongos estudiados destacaron tres per su 
mayor produccion de enzimas pécticas: Alternaria alternata, 
Mucor rouxii y Rhizopus arrhizus. Entre estes hongos fue ele 
gido A.alternata , per presentar mayores actividades PG y
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PMG en su proceso degradativo, para estudiar la inducciôn de 
enzimas pécticas en presencia de pectina durante su autolisis.
Alternaria alternata.
Es interesante destacar la presencia de pequenas 
cantidades de âcido galacturônico en los hidrolizados tanto 
de micelio como en el liquido de cultivo de A.alternata, de 
cultives autolizados de 27 dias en medios sin pectina, lo 
cual puede estar relacionado con la inducciôn de la activi­
dad de enzimas pécticas en el proceso degradativo (pag.i32).
La sintesis de enzimas pécticas fue inducida cre- 
ciendo el microorganismo en presencia de pectina, se utiliza 
ron cuatro concentraciones distintas de pectina, suplementa- 
do con glucosa hasta una concentraciôn final de la fuente
carbonada del 1%.
El incremento medio de las actividades PG, PMG, PAL, 
y PI en los medios I,II, III y IV con relaciôn al cultivo ini 
cial (sin pectina) fue de:
MEDIO PG PMG PAL PL
I 20 8 3 5
II 23 8 4 5
III 19 7 4 6
IV 15 6 5 5
La enzima que ha presentado una respuesta mayor al 
efecto inductivo, ha sido la actividad PG, seguido de la ac-
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tividad PMG. La respuesta a la inducciôn de PL y PAL ha sido 
menor.
El incremento en la concentraciôn de pectina no pro 
duce un aumento directo en las actividades pécticas, incluso 
se observa un efecto inhibidor para concentraciones elevadas 
de pectina. Los mejores resultados se obtuvieron cuando la 
concentraciôn de pectina y glucosa en el medio era la misma, 
medio II. De un modo anâlogo a lo que ocurre en medios sin 
pectina, los hidrolizados de paredes y liquido metabôlico de 
cultives autolizados de 27 dias, en el medio II, presentan 
âcido galacturônico en mayor cantidad.
La presencia de pectina en el medio de cultivo pro 
duce un efecto inductor también sobre la actividad 1,3-p-glu- 
canasa, intimamente relacionada con la lisis de los 1,3-p-glu 
canos de la pared celular de la mayoria de los hongos filamen 
tosos. La media de la actividad fue aproximadamente duplicada.
En los medios con pectina se observa una subida gra 
dual del pH al cual transcurre la autolisis al aumentar la con 
centraciôn de pectina en el medio. Los grados de autolisis al 
canzados no varian practicamente de los obtenidos en medios 
sin pectina.
Las actividades "endo", reducciôn de la viscosidad, 
frente a la pectina y frente al âcido poligalacturônico, au- 
mentan al aumentar la concentraciôn de pectina en el medio 
cuando el sustrato es la pectina, pasando de 405 a 506 U/mg 
de proteina, mientras que la actividad frente al âcido poli-
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galacturônico se mantiene mas constante.
En general las actividades mas altas se obtienen a 
la mitad del proceso degradativo, y la actividad endo frente 
al âcido poligalacturônico llega a desaparecer al final de la 
autolisis, posiblemente la inactivaciôn o inhibiciôn de la en 
zima se debe a algùn producto metabôlico (represiôn catabôli- 
ca) o a la degradaciôn de la misma por alguna enzima proteolî 
tica, que con frecuencia aparecen en los procesos degradati- 
vos (Reyes y col., 1969).
Entre las enzimas implicadas en la degradaciôn de 
la pared celular y citoplasma se determinaron ademâs las si- 
guientes actividades: Invertasa, C^-amilasa, celulasa, fos- 
fatasa âcida, fosfatasa alcalina, 1,3-4-p-glucanasa, 1,6-p- 
glucanasa, dextranasa y quitinasa.
Contrariamente a lo que ocurre con la actividad 1, 
3-p-glucanasa, estas actividades disminuyen a medida que au­
menta la concentraciôn de pectina en el medio, siendo la ac­
tividad invertâsica donde el efecto es mâs patente que pasa 
de una actividad de 2 75 mU/mg de proteina a 33 mU/mg de pro­
teina .
El medio que contiene o,5% de glucosa y 0,5% de pec 
tina fue elegido para obtener enzimas liticas de A.alternata. 
El complejo enzimâtico fue obtenido de cultivos de 27 dias, 
autolizados entre un 25 y un 30%; en este medio de cultivo, 
las actividades mâs altas corresponden a PG y PMG y a las 
actividades endo. Las actividades liâsicas son inferiores y
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los nivales se mantienen constantes durante todo el proceso.
ESTUDIO DEL COMPLEJO ENZIMATICO.
Las enzimas de A.alternata se precipitaron con âci^  
do tânico y se lavaron con acetona fria para eliminar taninos, 
Esta precipitaciôn parece que no influye sobre la actividad 
de las enzimas extracelulares producidas por este hongo e im­
plicadas en la degradaciôn de la pectina y el âcido poligalac 
turônico. Byrde y col. (1960) demostraron que enzimas pécti­
cas extracelulares de Sclerotinia fructigena eran inactivadas 
por compuestos, que no eran necesariamente tôxicos in vivo co­
mo los taninos. Con objeto de determinar si las enzimas péct^ 
cas eran inactivadas por el âcido tânico, se realizô una pre­
cipitaciôn con âcido tânico y paralelamente otra con acetona 
(Zalewska-Sobczak y Urbanek,1975), alcanzândose en ambos casos 
un grado de recuperaciôn semejante de las actividades enzimâ- 
ticas existentes.(Tabla XVII).
El incremento lineal de las diferentes actividades 
enzimâticas con la concentraciôn de proteinas, justifica que 
los experimentos son reproducibles a diferentes concentracio 
nés de proteinas asi como la ausencia de algûn inhibidor pa­
ra estas enzimas pécticas (Reyes y col.,1984).
Entre las actividades enzimâticas relacionadas con 
la degradaciôn de las sustancias pécticas, la pectinesterasa 
no fue estudiada por no presentar actividad salvo en alguna 
ocasiôn en cantidades poco significativas, analogamente a lo
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encontrado por Sha^ri (1980) en este mismo hongo y lo encontra 
do por Martinez y col. (1982) para Botrytis cinerea.
Es interesante considerar los trabajos sobre la pro­
duccion de enzimas pécticas de Alternaria solani y A.tenuis 
realizados por Metha y col.(1975,1975) sobre diferentes medios 
de cultivo y a diferentes pHs, pero poco hay descrito sobre en 
zimas pécticas de A.alternata, exceptuando los trabajos de Shas 
tri y col. (1980); encontraron que en un medio con pectina y ce 
lulosa obtenîan la maxima produccion de enzimas PG y PMG a los 
4 y 7 dias de crecimiento respectivamente. Analogamente a lo en 
contrado por nosotros , un incremento en la concentraciôn de 
pectina induce, hasta cierto punto, la mayor producciôn de PG 
y PMG, encontrando aconcentraciones elevadas menores activida­
des .
Metha y col. (1975) ponen de manifiesto que la pro­
duccion de enzimas pécticas por A.solani y A.tenuis en un me­
dio con glucosa, puede ser debida a la naturaleza constituti- 
va de estas enzimas y la presencia de sustancias pécticas en 
el medio como pectina o polipectato sôdico, que incrementan 
la producciôn de enzimas pécticas, puede ser considerada sim- 
plemente como una estimulaciôn de la sintesis.
La presencia de âcido galacturônico tanto en hidro­
lizados de micelio joven como en liquides de cultivo autoli­
zados de A.alternata en medios con glucosa, nos hizo dudar 
si habria una verdadera sintesis basai o constitutiva de en­
zimas pécticas, como podria deducirse de los resultados obte
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nidos al crecer y autolizar el hongo empleando glucosa como 
fuente de carbono. Por esta razon consideramos como inducti- 
vas las enzimas pécticas producidas por A.alternata, analoga 
mente a lo encontrado por Bateman (1966) para Fusarium solani 
f. phaseoli y por Sadarivan y Subramaniam (1963) para Fusarium 
moniliforme y Sclerotium rolfsii.
Para determinar la existencia de actividades lias£ 
cas e hidroliticas présentes frente a la pectina y al âcido 
poligalacturônico, los productos de^a reaccion enzimâtica fue 
ron analizados con âcido tiobarbiturico (Serwood, 1966). Los 
mâximos de absorciôn habidos a 510 nm y 547 nm indican la pre 
sencia de ambas actividades (fig.7).
CARACTERISTICAS CINETICAS Y FISICAS.
Las constantes cinéticas y fîsicas estudiadas para 
las diferentes enzimas pécticas présentes en el complejo en­
zimâtico, ademâs de définir sus propiedades nos dan algunas 
indicaciones sobre este complejo.
Cada una de estas actividades présenta un pH ôpti- 
mo, excepto la actividad PG que présenta dos pHs ôptimos , 
uno a 3,5 y otro a 5,5 unidades de pH. Dado que la PMG pré­
senta el mismo pH ôptimo de actuaciôn (5,5), podriamos pen­
sar que se debe a la presencia de una enzima que actûa fren 
te a los dos sustratos. Segûn Cooper (1977), la sintesis de 
un grupo de enzimas relacionadas enter si, como PGyPMG pue- 
den estar bajo un control coordinado por un solo gen régula-
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torio ( Myers y Eberhart, 1966). Esta posibilidad esta refor- 
zada por recientes observaciones de la dual actividad pécti- 
ca asociada a una sola fraccion enzimâtica incluso despues de 
estar muy purificadas como ocurre en el caso de PG y PMG de 
Botrytis cinerea (Urbanek y col. ,1975) y en el caso de la 
p-N-acetilglucosaminidasa y p-N-acetilgalactosaminidasa de 
Sclerotinia fructigena (Reyes y Byrde, 1973).
Los dos pHs ôptimos determinados para la PG de A.al- 
ternata, de 3,5 y 5,5 unidades son muy aproximados a los des- 
critos para otras poligalacturonasas de otros hongos fitopa- 
tôgenos, podemos citar el pH ôptimo de 2,5 de Botrytis cine- 
rea (Martinez y col., 1982), el de 4 de F.oxysporum f. sp. ly- 
copersici ( Harman y Coden, 1972), el de 4 de F.tricinctum 
(Wick y Schroeder,1982), el de 4-4,5 de Coniothyrium diplodie- 
11a ( Endo,1964) y de 5 de F.roseum (Mullen y Bateman, 1975).
La PMG no es una enzima descrita como tal sino como 
una PG que actûa frente a un sustrato metilado, su pH ôptimo 
es de 5,5 unidades, similar al obtenido por Martinez y col. 
(1982) para una PMG de B.cinerea.
El pH ôptimo de actuaciôn de la PL y PAL fue de 5,0 
y 5,5 respectivamente, los cuales difieren de lo encontrado 
en la literatura, asi Mullen y Bateman (1975) describen una 
PL de F,roseum con un pH ôptimo de 8,5 unidades, Olutiola y 
Akintunde (19 79) PL de P.citrinum con un pH ôptimo de 8,0.
Las actividades endo presentan un pH ôptimo de 6,0 
unidades frente a la pectina, y de 5,0 unidades frente al âci
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do poligalacturônico, anâlogo a lo encontrado por Brookhou- 
ser y col. (1980) para una endo -PG de Rhizostonia solani con 
un pH ôptimo de 5,2. Mehta y col. (197 5) describen para Alter­
naria solani una endo-PG con un pH ôptimo de 4.
Los valores de las Km obtenidos a los distintos pHs 
ôptimos nos indican que la actividad endo frente al âcido po­
ligalacturônico tiene una gran afinidad por el sustrato con 
una Km de 0,36 mM y la actividad PL présenta muy poca afini­
dad por el sustrato con una Km de 14,2 mM. Para el resto de 
las actividades los valores obtenidos de Km fueron alrededor 
de 3 mM.
Los pesos moleculares y puntos isoeléctricos de las 
diferentes actividades pécticas fueron:
Actividad Pm PI
PG 72.500 5,06 9,80
PMG 33.800 4,38 9,62
PAL 87.000 6.45 9,62
PL 55.000 5,79 9,62
Endo-âc.polig. 131.000 9.04
Endo-pectina 16.200 3,38 9,04
Las actividades PG, PMG, PAL y PL presentan la ac­
tividad mayoritaria en el PI entre 5 y 7, siendo la actividad 
que corresponde al PI por encima de 9 menor.
La enzima endo-âcido poligalâcturônico présenta
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su ûnica actividad en el PI 9,04 mientras que la actividad 
endo-pectina présenta dos picos que corresponden con los PI 
de 3,3 y 9.04.
Resultados similares ha encontrado Fielding (1981) 
para una gran cantidad de hongos patogenos, describe una PG 
principal para seis especies de Monilinia con PI entre 9 y 
10, y cuatro de ellas presentan ademâs una pequeha actividad 
PG de PI comprendido entre 5 y 7.
De un modo similar describe cuatro cepas de Botry­
tis cinerea con una PG de PI entre 8 y 9,7 y tres de ellas 
ademâs una pequeha actividad de PI entre 5 y 7.
El estudio de la movilidad de estas proteinas en 
geles de poliacrilamida al 7% nos révéla la presencia de una 
banda mayoritaria y otras bandas de menor intensidad a lo 
largo del gel, esta banda mayoritaria estâ localizada proxi 
ma al comienzo del gel con un Rf de 0,143. El introducir en 
los geles de poliarilamida una concentraciôn de pectina del 
0,1 % no produce una alteraciôn sustancial en la resoluciôn 
de las bandas, su velocidad de migraciôn disminuye en el gel 
aunque su movilidad relativa permanece constante, (fig.33 y 
34).
La detecciôn de las actividades enzimâticas en es 
tos geles, revelando con rojo de rutenio, nos indica la exis 
tencia de cuatro bandas de actividad, localizadas en el co­
mienzo del gel con unos Rf de 0,043, 0,095, 0,143 y 0,214 que 
corresponden con los Rf de la banda mayoritaria y de las mâs
-2 79-
prôximas a ella en el gel revelado para proteinas totales(fig. 
34) .
La segunda banda de actividad con un Rf de 0,095 
es inhibida por iones lo que se pone de manifiesto cuando 
incubamos el gel en presencia de este ion (fig. 34-A-2 y 34- 
B-2). Esta actividad que es inhibida por Ca corresponde a la 
PL tal como comprobamos por la ausencia de incremento en la 
absorciôn a 235 nm. cuando valoramos la actividad enzimâtica 
en presencia de iones Ca, fenômeno que también ha sido obser 
bado por Albersheim y col. (1962) para PL de hongos, en con- 
traposiciôn de lo descrito para bacterias.
MACERACION DE TEJIDOS.
La maceraciôn de tejidos vegetales représenta un fe 
nômeno asociado con la patogénesis por numerosos microorganis 
mos fitopatôgenos (Bateman y Millar, 1966; Wood, 1960).
Este proceso implica la separaciôn de las células. 
La base enzimâtica de la maceraciôn fue claramente setableci 
da por Brown (1915) atribuyéndose a la digestiôn de la lâmina 
media. Estâ actualmente claro que las enzimas endo-pécticas 
son las responsables delà maceraciôn (Bateman, 1968; Byrde, 
1968; Mount y col. 1970; Bateman, 1971, 1972).
La maceraciôn de tejido de patata, tomate y zanaho- 
ria con separaciôn de células libres por enzimas liticas de 
A.alternata puede verse en la fig. 37.
— 2 3U—
En tomate el mayor numéro de células desprendidas 
se obtuvo cuando el correspondiente tejido era atacado por 
el complejo enzimâtico en presencia de tampon de Mcllvaine 
y para patata y zanahoria en agua. En tomate se logrô un 
gran volumen de células desprendidas después de 5 horas de 
incubaciôn, pero los blancos o contrôles fueron también al­
tos. En patata se hallo un gran volumen de células despren­
didas pero los blancos o contrôles fueron inapreciables.
En los experimentos realizados con zanahoria hubo 
maceraciôn de tejido, en contraposiciôn con lo descrito por 
Tribe (1955), Martinez y col. (1982) para Botrytis cinerea 
y para otros hongos por Fushtey (1957).
En el liquido sobrenadante de la maceraciôn de los 
tres tejidos se observô, respecto al blanco control, un lige 
ro aumento en la conductividad, sustancias reductoras y âci­
do galacturônico.
En tomate el mayor aumento de sustancias reducto­
ras y âcido galacturônico se obtuvo cuando la maceraciôn se 
realizô en tampôn citrato-fosfatO-borat0 50 mM y pH 5,5, pe 
ro el mayor numéro de células desprendidas fue en el tampôn 
de Mcllvaine y el de âcido galacturônico en agua. En zanaho 
ria el mayor aumento de sustancias reductoras fue en agua y 
el de âcido galacturônico en Mcllvaine.
En ningûn caso las células se tehian con rojo neu 
tro, lo cual parece indicar que son células muertas.Aunque
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estâ claro que las enzimas pécticas no interacionan con el 
plasmalema (Basham y Bateman, 197 5 b) producen un daho indi 
recto sobre la membrana con una gran pérdida de electrolitos 
y consecuentemente la muerte celular.
Algunos investigadores han encontrado que hay mace 
raciôn de tejidos antes que las células mueran (Tribe, 1955; 
Hall y Wood, 1973), nosotros podemos confirmar esta hipôte- 
sis ya que es posible en condiciones osmôticamente adecuadas 
obtener maceraciôn de tejidos y protoplastos viables.
Un hecho interesante es el mayor grado de macera­
ciôn del tejido de patata cuando se emplea agua y en el caso 
de la zanahoria el ùnico medio donde se produce maceraciôn. 
Esto nos hizo pensar que en ambos tampones la presencia de 
citrato podria tener algûn efecto quelante sobre algûn iôn 
divalente necesario para una determinada actividad enzimâ­
tica, esta enzima séria imprescindible en la macareciôn de 
tejidos de zanahoria.
Comparando las sustancias reductoras liberadas del 
tejido de zanahoria cuando este se somete a la acciôn enzimâ 
tica en agua ( 20 pmol/ml.) con las sustancias reductoras pre 
sentes en el control (4,5 ^mol/ml.) y puesto que el nivel de 
âcido galacturônico es en ambos casos semejante, parece lôgi 
co pensar que la enzima responsable de la maceraciôn es una 
endo-PG o endo-PL o por lo menos que la maceraciôn se produ 
ce ya con simplemente una actividad de tipo endo. Sobre el
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tejido de zanahoria la actividad exo parece inapreciable. Es 
te aparentemente distinto comportamiento del complejo enzi­
mâtico frente a los distintos tejidos vegetales podria justi^  
ficarse por las distintas composiciones de los tejidos. Mu- 
chos autores han caracterizado las enzimas responsables de 
la maceraciôn, asi Ishii (1976) encontrô que la maceraciôn 
del tejido de patata y cebolla era mayor con una endo-PL de 
A.japonicus que con una endo-PG del mismo hongo, sin embargo 
la maceraciôn del râbano era la misma. Bateman (1963, 1968) 
caracteriza la enzima responsable de la maceraciôn como una 
endo-PG, Bush y Codner (1968) como una endo-PL y Basham y 
Bateman (1975), Mount, Bateman y Basham (1970) como una en­
do -PAL .
OBTENCION DE PROTOPLASTOS.
Las enzimas pécticas, particularmente las endo-PG 
y endo-PL, de A.alternata son capaces de atacar los tejidos 
de patata, zanahoria y tomate permitiendo que otros polime- 
ros de la pared, celulosa, sean susceptibles del ataque en­
zimâtico y de esta manera hemos podido obtener en medios os- 
moticamente edecuados protoplastos de patata, tomate y zana­
horia .
La producciôn de protoplastos de un tejido vegetal 
depende de la proporciôn entre celulasas y pectinasas, pare 
ce que esta relaciôn es mâs adecuada para obtener protoplas
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tos de tomate ya que concentraciones relativamente bajas, 
0,25 mg/ml de enzima en un perîodo de incubaciôn de 3 horas 
es suficiente para la obtenciôn de protoplastos de tomate, 
necesitando el tejido de patata y zanahoria unas 5 horas de 
incubaciôn y concentraciones de enzima de 1 mg/ml.
El hecho de obtener protoplastos nos confirma la 
hipôtesis de Basham y Bateman (1975) de que la estabilidad 
de los protoplastos aislados frente a enzimas pécticas debe 
ser debida a que no hay una interaciôn directa significati 
va entre las enzimas pécticas y el plasmalema. La digestiôn 
de la pared por las enzimas pécticas en condiciones osmôti- 
cas apropiadas évita la muerte de la célula obteniéndose pro 
toplastos del tejido vegetal.
C Q N C L U S I Q N Ë S
15- Los 12 hongos fitopatôgenos estudiados producen enzimas 
pécticas, PG y PMG durante el proceso degradativo en un 
medio con glucosa como fuente de carbono.
2-- Los hongos que pertenecen al mismo género han tenido un 
comportamiento similar respecto a los grados de autoli­
sis alcanzados, pH al cual transcurre el proceso degra­
dativo y p'^odücciôn de enzimas pécticas.
3-- El dia de peso mâximo o dia cero de autolisis tiene lu- 
gar para todos los hongos estudiados entre los dias 3 y 
7 de crecimiento, correspondiendo con el agotamiento de 
de la fuente carbonada.
4"- El hongo Alternaria alternata fue el que mayores niveles
df' PG y PMG produjo en su proceso degradativo natural.
La presencia de âcido galacturônico en las paredes celu 
lares y liquides de cultivo autolizados de A.alternata 
en medios con glucosa, nos permite considerar la induc­
ciôn de estas enzimas en el proceso degradativo.
65- Todas las actividades pécticas aumentaron en presencia 
de pectina en el medio, siendo las actividades endo y 
la PG las de mayor respuesta.
7 El ef(,‘Cto inductor de la pectina no es proporcional a
la ('oricen l r'ac i on de pectina, c^bservandose un efecto in-
bidor para concentraciones altas.
85 - El grado de autolisis no varia al aumentar la concen­
traciôn de pectina.
95 - La pectina produce un efecto inhibidor para aquellas 
actividades no pécticas excepto para la 1,3-p-gluca-
nasa.
1 0 5 -  Las constantes fisicas Pm,PI, Km, y pH ôptimo han si 
do determinadas para PG, PMG, PAL, PL y actividades 
endo frente a la pectina y al âcido poligalacturônico.
1 1 Se pueden detectar actividades pécticas en geles de 
poliacrilamida con cantidades muy pequenas de pro­
teinas .
125- La actividad PL es inhibida por iones Ca.
13 5- El complejo enzimâtico de A .alternata es capaz de ma- 
cerar tejidos de tomate, patata y zanahoria.
1 4 5 - El complejo enzimâtico de A.alternata es capaz de li- 
berar protoplastos de tejidos vegetales en condicio­
nes osmôticamente apropiadas.
15 5- Posible uso de este complejo enzimâtico en la produc­
ciôn de protoplastos do plantas y su comercializaciôn
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